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RESUMO

Penicilina G Acilase (PGA), EC 3.5.1.1.11, ¢ uma enzima empregada nas
reagOes de hidrolise da penicilina G para produgdo do 4cido 6-amino penicilanico (6-APA),
sendo também utilizada na sintese de antibidticos semi-sintéticos. Este trabalho levantou a
influéncia de diferentes concepgdes de biocatalisador e de diferentes doadores acil sobre a
sintese de ampicilina com PGA imobilizada, determinando experimentalmente dados de
rendimento (antibiotico produzido/doador acil consumido), seletividade (antibidtico
produzido/fenilglicina gerada) e produtividade (antibidtico produzido (mmol)/Ul/tempo).
Primeiramente foram realizadas sinteses de ampicilina em meio homogéneo (com substratos e
produtos soluveis), utilizando catalisador industrial Recordatti, a fim de verificar a influéncia
dos diferentes doadores acil, os ésteres metilico (EMFG), etilico (EEFG) e isopropilico
(EIFG) de D-fenilglicina na sintese de ampicilina. Os resultados obtidos mostraram que a
utilizacao de EEFG, além de nao reduzir a velocidade de sintese de ampicilina, também
diminuiu a velocidade de hidrélise do éster, mostrando grande potencial para aumentar a
seletividade da rota enzimatica. Em seguida, PGA foi imobilizada covalentemente em matriz
agar-agarose com didmetro médio de 1,3 + 7 x 10? mm. Esse biocatalisador foi testado na
sintese de ampicilina, a 25°C com os ésteres metilico ¢ etilico, com o objetivo de avaliar seu
desempenho em dois valores de pH (6,2 e 6,5). O éster etilico apresentou rendimentos e
seletividades (71,0 £ 4 e 2,2 + 4 x 10™") melhores que o éster metilico de fenilglicina (67,0 + 1
¢2,0+ 1 x 107) sendo o pH 6,2 mais favoravel. Dois diferentes biocatalisadores para uso na
sintese de ampicilina com cristaliza¢gdo simultdnea dos produtos foram testados: PGA
imobilizada em particulas de agarose com didmetro médio de 95,2 + 3 x 10" pm e, em
seguida, envolvida em gel de alginato, resultando em particulas com 2,1 + 6 x 10? mm de
diametro; e PGA imobilizada em particulas de agarose ME 10% ((m/m)) com 1,4 + 8 x 107
mm de didmetro. Tanto o envolvimento da enzima imobilizada por uma matriz secundaria
(caso do catalisador agarose-alginato) como o uso de particulas de gel de dimensdes
milimétricas (agarose 1,4 mm) causaram modificagdes no microambiente da enzima,
principalmente em razao dos perfis intra-particula de ions gerados com o avango da reagao.
Em vista do exposto acima, sinteses de ampicilina foram realizadas em trés diferentes pHs
(6,0; 6,2 € 6,5), a 25°C, utilizando os ésteres metilico, etilico e isopropilico com excesso de 6-
APA. Para reduzir a hidrélise do antibidtico produzido, viabilizando sua produ¢do industrial,
foi necessario que ele precipitasse dentro do proprio reator de sintese. Avaliando de forma
global seletividade, rendimento e produtividade se concluiu que uma estratégia promissora
seria realizar a sintese utilizando éster etilico, catalisador alginato-PGA-agarose 6BCL em pH
6,2. Condi¢dao em que se obteve produtividade de 8,0 x 10° + 8 x 10'6, com seletividade 2,0 +
2 x 107" e rendimento 62%. As rea¢des também foram realizadas com excesso de éster, porém
a seletividade foi drasticamente reduzida chegando a 1,1 + 6 x 10°. A ultima etapa do
trabalho foi o estudo cinético da sintese de ampicilina. Sinteses foram realizadas em vérias
condicdes iniciais de concentracdo de substrato (6-APA e EEFG) em pH 6,0 e 6,2 com o
catalisador alginato-PGA-agarose 6BCL. Em alguns casos cristais de ampicilina e D(-)-FG
foram semeados no inicio da reacdo para verificar possiveis efeitos inibitorios dos produtos.
Maiores rendimentos e seletividades foram alcangados quando se aumentava a concentracao
de 6-APA frente a concentracdo de éster. Efeito inibitério na hidrolise do antibiotico foi
verificado quando se utilizou alta concentracdo de ambos os substratos. Em geral, os
experimentos realizados em meio heterogéneo favoreceram rendimento, seletividade e
produtividade. Em todos os experimentos o pH mais baixo (pH 6,0) favoreceu a melhora do
rendimento e seletividade enquanto que a produtividade foi favorecida a pH 6,2. A sintese em
reator batelada alimentada, com alta concentracdo dos substratos, favoreceu a seletividade da
reacdo, que passou de 2,5 para 3,5.



ABSTRACT

Penicillin G acylase (PGA), EC 3.5.1.1.11, is an enzyme employed in the
hydrolysis reactions of penicillin G to produce 6-amino penicillanic acid (6-APA), but it can
also used in the synthesis of semi-synthetic antibiotics. This work investigated the influence
of different biocatalysts conceptions and of different acyl donors on the ampicillin synthesis
with immobilized PGA, determining experimentally yield data (antibiotic produced /
consumed acyl donor), selectivity (antibiotic produced/D(-)-phenylglycine generated) and
productivity (produced antibiotic (mmol)/Ul/time). First of all, ampicilina synthesis were
carried out in homogeneous solution (with substrates and products solubles), using industrial
catalyst Recordatti, in order to verify the influence of the different acyl donors, D(-)-
phenylgycine methyl (PGEM), ethyl (PGEE) and isopropyl (PGEI) esters on the synthesis of
ampicillin. The results showed that the use of EEPG, besides not reducing the ampicillin
synthesis rate, also it reduces the ester hydrolysis rate, showing great potential to increase the
selectivity of the enzymatic route. The multipoint covalent attachment of PGA was carried
out in agar-agarose support with medium diameter of 1.3 + 7 x 10 mm. That biocatalyst was
tested in the ampicillin synthesis at 25°C with the methyl and ethyl esters, with the objective
of evaluating its acting in two pH values (6.2 and 6.5). The ethyl ester presented the yield and
selectivity (71 = 4 and 2.2 + 4 x 10™") better than the phenylglycine methyl ester (67 + 1 and
2.0 + 1 x 10™") being the pH 6,2 more favorable. Two different biocatalysts for use in the
ampicillin synthesis with simultaneous crystallization of the products were tested: PGA
immobilized within agarose particles with average diameter of 95.2 + 3 x 10" um and, soon
after, wrapped by alginate gel, resulting in particles with average diameter of 2.1 + 6 x 107
mm; and PGA immobilized in agarose ME particles (10% wt) with average diameter of 1.4 +
8 x 10 mm. So much the envolvement of the immobilized enzyme by a secondary support
(agarose-alginate catalyst) as the use of particles gel of millimetric dimensions (agarose 1.4
mm) caused modifications in the microambient of that enzyme, mainly in reason of the
profiles of ions intra-particle generated with the progress of the reaction. In view of the above
exposed, ampicillin synthesis were carried out in three different pHs (6.0; 6.2 and 6.5), at 25-
°C, using the methyl, ethyl and isopropyl esters with excess of 6-APA. To reduce the
hydrolyis of the produced antibiotic, making possible its industrial production, was necessary
that it precipitates inside of the synthesis reactor. When we evaluated of global form the
selectivity, yield and productivity we concluded that a promising strategy would be to carry
out the synthesis using ethyl ester, alginate-PGA-agarose 6BCL catalyst in pH 6.2. By this
condition was obtained productivity of 8.0 x 10° + 8 x 107, selectivity 2.0 = 2 x 10™ and
yield 62%. The reactions were also carried out with ester excess, however the selectivity was
drastically reduced getting at 1.1 + 6 x 10, The last stage of this work was the kinetic study
of the ampicillin synthesis. Synthesis were carried out in several initial conditions of substrate
concentration (6-APA and PGEE) in pH 6.0 and 6.2 with the alginate-PGA-agarose 6BCL
catalyst. In some cases, ampicilin and D(-) -FG crystals were sowed in the reaction start to
check possible inhibitory effects of the products. Largests yields and selectivities were
obtained when the concentration of 6-APA was increased by the ester concentration.
Inhibitory effect in the antibiotic hydrolysis was verified when a high concentration of both
substrates was used. In general, the experiments carried out in heterogeneous medium favored
the yield, selectivity and productivity. In all of the experiments the lowest pH (pH 6.0)
favored the improvement of the yield and selectivity while the productivity was favored the
pH 6.2. The synthesis in fed-batch reactor, with high concentration of substrates, favored the
selectivity of the reaction, it passed from 2.5 to 3.5.
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1- INTRODUCAO

Antibioticos B-lactdmicos constituem um grupo de substancias caracterizadas
pela presenca de um grupamento quimico denominado anel P-lactamico. Este anel ¢ o
responsavel pela atividade antimicrobiana desses antibidticos. Apds a descoberta do acido 6-
aminopenicilanico (6-APA), pesquisas em diversos laboratorios resultaram na descoberta de
penicilinas semi-sintéticas com propriedades diferentes das penicilinas microbianas (Menezes
et. al., 2000).

Os antibidticos podem ser empregados como agentes terapéuticos em medicina
humana e veterinaria, utilizados para evitar infec¢des, promover ganho ponderal e répido
crescimento de animais criados para a alimentagao humana, proteger alimentos congelados,
resfriados ou em conserva contra deterioragdo, combater ervas daninhas, preservar plantas e
esterilizar meios laboratoriais (Tavares,1994).

A ampicilina, primeiro antibidtico B-lactimico semi-sintético derivado da
penicilina G, foi sintetizada por Doyle em 1961. Algumas das suas caracteristicas sdo:
atividade contra certas bactérias gram-negativas aerobias (ex. Escherichia coli); eficiéncia no
tratamento da meningite ¢ em infec¢des causadas por microorganismos gram-positivos; pode
ser usada na forma anidra, tri-hidratada, s6dica e ligada a benzatina ou probenecida; pode ser
administrada via oral, intramuscular e intravenosa; altamente absorvida quando administrada
oralmente e apresenta alta estabilidade em pH acido (Korolkovas e de Franga, 2000). As
importagdes brasileiras de ampicilina na forma de sais chegam a 153 ton/ano e na forma de
medicamentos a 201 ton/ano (15 de Janeiro de 2007, aliceweb.mdic.gov.br).

A sintese enzimatica de antibidticos P-lactamicos torna-se uma alternativa
bastante promissora para substituicdo do processo de sintese quimica, que requer a utilizagao

de grupos de protecdo para evitar reacdes secundarias, temperaturas muito baixas (-30°C),
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derivados altamente reativos de fenilglicina e o uso de reagentes toxicos como piridina,
dimetilanilina e diclorometano (Ospina et al., 1996a).

As enzimas sdo proteinas que apresentam elevada eficiéncia catalitica
operando em condigdes suaves de reagdo (meio aquoso, pH neutro e temperaturas
moderadas), possuem elevada seletividade e especificidade frente ao substrato ndo sendo
necessaria a utilizagdo de solventes toxicos e a protecdo de grupos funcionais, sendo,
portanto, indicadas para processos que necessitam de condi¢cdes ambientais mais limpas
(Bruggink et al., 1998; Ghosh et al., 1996; Hernandez-Justiz et al., 1999; Kim ¢ Lee, 1996a;
Youshko et al., 2000; Clausen ¢ Dekker, 2000).

Apesar das excelentes perspectivas que as enzimas apresentam como
catalisadores, sua aplicacdo industrial ndo ¢é imediata, pois estas apresentam outras
caracteristicas que limitam sua utilizacdo em escala industrial. As principais dificuldades se
devem, primeiro, a solubilidade destas no meio de reagdo, o que inviabiliza economicamente
sua separacdo dos produtos. O segundo problema ¢ sua instabilidade operacional frente a
variagoes de pH e temperatura (Hernandez-Justiz, 1996).

Em conseqiiéncia das dificuldades acima citadas, em muitos processos ¢
essencial imobilizar e estabilizar as enzimas usadas como catalisadores, para viabilizar sua
aplicacdo em um processo industrial. A imobilizagdo de enzimas em suportes mediante unido
covalente multipontual permite superar as desvantagens de solubilidade em meio aquoso ¢ da
instabilidade operacional no uso industrial, tornando-as catalisadores viaveis para a produgao
e transformacdo de compostos de interesse, seja da industria alimenticia, de quimica fina,
energética ou farmacéutica (Ferreira et. al., 2004).

A Penicilina G Acilase (PGA), enzima utilizada neste trabalho, ¢ um eloqiiente
exemplo de substituicdo progressiva de processo quimico por enzimatico, sendo a segunda

enzima mais usada industrialmente no mundo na forma imobilizada, abaixo somente da
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glicose isomerase (Ospina, 1992). A principal aplicagdo da penicilina G acilase (PGA) ¢ a
hidrolise da penicilina G para a produgdo do acido 6-aminopenicilanico (6-APA), composto
chave na producao industrial de uma ampla gama de antibidticos B-lactdmicos semi-sintéticos,
tais como ampicilina e amoxicilina. Desde que Cole (1969) descobriu que a PGA era também
capaz de catalisar a reagdo de transferéncia do grupo acil para o nucleo antibidtico, ela vem
sendo largamente empregada no estudo da sintese de antibidticos semi-sintéticos.

A sintese enzimatica de antibidticos semi-sintéticos pode ser realizada através
de duas estratégias: sintese termodinamicamente controlada, onde temos a reacdo reversa da
hidrolise do antibidtico, e sintese cineticamente controlada (SCC), onde € necessario o uso de
derivados ativados dos doadores da cadeia acil para promover a acilagio do nucleo B-
lactamico.

Este trabalho estudou a sintese de ampicilina através da rota de sintese
cineticamente controlada. Na SCC catalisada pela PGA, utiliza-se um doador acil ativado na
forma de éster ou amida. Os substratos aqui empregados para a produgdo de ampicilina foram:
éster metilico, etilico e isopropilico de D(-)-fenilglicina, como doadores acil e 6-APA.

Alguns problemas existentes na reacdo de sintese cineticamente controlada de
antibidticos P-lactamicos, como a hidrolise do antibidtico recém-formado e a hidrolise do
doador acil, também catalisadas pela penicilina G acilase, devem ser controlados para
viabilizar economicamente a rota enzimatica industrial.

O rendimento da SCC ¢ dado pelo balango entre as velocidades de trés
diferentes reacdes, todas catalisadas pela PGA: a sintese do antibiotico (atividade transferase
ou de sintese), a hidrolise do derivado do doador acil (atividade hidrolase — esterase ou
amidase), e a hidrdlise do antibidtico que ¢ previamente sintetizado (atividade amidase),

Fernandez-Lafuente et al., 1996.
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Para que a rota enzimdtica de antibidticos B-lactamicos seja industrialmente
competitiva, é necessario que se encontre um reator eficiente, que opere em seu ponto 6timo.
Muitos processos industrialmente importantes envolvendo produgdo de antibidticos, enzimas
e acidos organicos sdo realizados em reator tipo batelada alimentada (também chamado semi-
continuo), onde o substrato ¢ adicionado continuamente em um reator operando em transiente.
Reatores tipo batelada alimentada sdo particularmente uteis em bioprocessos onde haja
inibigdo por alta concentragdo de substrato ou produtos (Sengupta e Modak, 2001).

Muitas reagdes bioquimicas envolvendo enzimas imobilizadas ou livres como
catalisadores apresentam cinéticas com inibicdo por substrato e/ou produto. Algumas
apresentam cinéticas muito complexas, € o controle na adi¢do de substrato se torna essencial
para uma maxima formag¢ao do produto desejado. Recentemente numerosos estudos trataram
da determinacdo da velocidade de alimenta¢do Otima de substrato em reatores de batelada
alimentada.

No caso da sintese enzimdtica de penicilinas semi-sintéticas, a utilizagdo de
reator tipo batelada alimentada possibilita o controle da concentragdo dos substratos e
produtos, de tal forma que se minimizem as velocidades de hidrdlise do éster, assim como
efeitos inibitdrios devidos ao 6-APA. Outra maneira de se minimizar efeitos indesejaveis das
reacdes que concorrem com a sintese ¢ a utilizagdo de um meio aquoso-precipitado onde
produtos (e substratos, eventualmente) estejam em fase sélida no reator. A utilizacdo de um
meio heterogéneo com precipitagdo de produtos e/ou com reagentes cristalinos pode ser mais
vantajosa que a utilizacdo de um meio homogéneo, onde todas as espécies estdo soluveis. A
cristalizagdo do antibiotico e do éster impede que estes sejam hidrolisados aumentando,

assim, a eficiéncia do processo (Youshko et al., 2000, Ferreira, 2004 b).
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Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar a sintese de
ampicilina, em termos de seletividade, produtividade e rendimento, utilizando diferentes

biocatalisadores e  diferentes doadores  acil (ésteres) como substrato.
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2 - REVISAO BIBLIGRAFICA

2.1 - ENZIMAS

Enzimas sdo catalisadores biologicos, constituidos de proteinas ou
glicoproteinas, que desempenham a fun¢do de catalisar reagdes nos organismos vivos. Podem
ser encontradas em células animais, células de plantas ou em microorganismos.

Mais de 3.000 diferentes enzimas ja foram identificadas e muitas destas
isoladas em sua forma pura. Vdrias tém sido obtidas na forma cristalina, sendo a seqiiéncia de
aminoacidos e a estrutura tridimensional determinadas através de cristalografia de raios-X e
RMN-2D (Dalla-Vecchia et al., 2004).

As propriedades funcionais das enzimas dependem essencialmente do numero
e distribuicdo dos residuos de aminoacidos ao longo da cadeia protéica. Essencialmente, as
enzimas apresentam trés propriedades importantes para seu uso como catalisadores em
processos de biotransformacao (Illanes, 1994), sendo essas:

= Estabilidade: a capacidade catalitica de uma enzima depende da manutencdo da sua
estrutura nativa, que, por sua vez, ¢ dependente de muitas forcas de interagdo como as
pontes de hidrgénio, pontes dissulfeto, for¢as de van der Waals, interagdes polares e
i0nicas. As mais suaves alteragdes (pH, temperatura, etc.) no meio reacional podem
afetar a estrutura da enzima ocasionando a perda parcial ou total de sua funcionalidade
bioldgica.

= Atividade: atua diminuindo a energia de ativacdo requerida para a transformacdo de
um substrato em produto e, conseqiientemente, aumentando a velocidade do sistema
reacional. E capaz de aumentar a velocidade de uma reagéo por um fator de 10", A
capacidade catalitica de uma enzima ¢ devida ao seu sitio ativo, uma estrutura
complexa cuja configuracdo permite alojar a molécula de substrato na posi¢do correta

para que os grupos funcionais da enzima efetuem a transformagao quimica.
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» Especificidade: define a afinidade de uma enzima por grupos especificos de um
determinado substrato. Esta ¢ uma propriedade imprescindivel das enzimas enquanto
catalisadores. Duas caracteristicas estruturais sdo determinantes na especificidade da
enzima: o substrato possui ligagdes quimicas que podem ser atacadas pelos grupos
funcionais do sitio ativo da enzima e o substrato possui grupos funcionais que se unem
a enzima permitindo seu correto alinhamento no sitio ativo para que a reagdo possa
ocorrer. As enzimas também sdo capazes de atuar seletivamente discriminando
isomeros de um composto quiral (Sio e Quax, 2004).

Em conseqiiéncia de todas as caracteristicas acima mencionadas, enzimas
imobilizadas sdo catalisadores de grande potencial industrial. A alta atividade, em condigdes
suaves de temperatura ¢ pH, torna essas biomoléculas alternativas importantes como
catalisadores em processos cujos reagentes e/ou produtos sejam instaveis e se decomponham
em condic¢des extremas de reagdo, como € o caso dos farmacos.

Atualmente, devido a crescente preocupacdo com a preservagao dos recursos
naturais e também devido a implementagdo de novas leis de controle ambiental, os processos
enzimaticos tornam-se, industrialmente, importantes competidores de alguns processos
quimicos tradicionais. Dentre os varios processos enzimaticos comercialmente utilizados em
diversas areas de atua¢do como industrial, ambiental, analitica, médica, alimenticia, quimica
fina, etc. Podem ser citados a obtencdo de 6-APA a partir da hidrolise da penicilina G,
produgdo de antibidticos, produ¢do de combustiveis, desenvolvimento de biossensores,
degradagdo de pesticidas, producdo de corantes, isomerizagao da glicose, hidrélise da lactose,

clarificagdo de bebidas e resolu¢do de misturas racémicas (Lima e Angnes, 1999).
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2.1.1 - PENICILINA G ACILASE (PGA)

A  PGA, também conhecida como penicilina amidase, penicilina
amidohidrolase ou penicilina aciltransferase ¢ uma das enzimas de maior interesse industrial.
Existe uma grande variedade de PGAs originadas de diversos microorganismos como
bactérias e fungos. As culturas mais comumente usadas para a produgdo em grande escala de
PGA incluem: Bacillus megaterium, Streptomyces lavendula, Achromobacter sp., Proteus
rettgeri, Actinoplanes sp., Bovista plumbea, Kluyvera atrophila, Pseudomonas melanogenum
e Pencillium chrysogenum (Chisti € Moo-Young, 1991; Shewale et al., 1990), porém a mais
amplamente utilizada e estudada ¢ a PGA de Escherichia coli ATCC 11105 (EC 3.5.1.11)
(Bruggink et al., 1998, Parmar et al., 2000).

Héa mais de 20 anos a aplicagdo industrial mais significativa da PGA ¢ a
hidrolise da penicilina G para produgdo de acido 6-aminopenicilanico, o qual é composto de
partida para a sintese de antibidticos P-lactamicos semi-sintéticos (Calleri et al., 2004).
Porém, ela também pode ser utilizada em diversas outras aplicacdes biotecnologicas como,
por exemplo, a sintese de peptideos, acilagdo enantioseletiva e separagdo racémica (Shewale
et al., 1990; Parmar et al., 2000; Arroyo et al., 2003).

O uso da PGA de Escherichia coli tornou possivel o desenvolvimento de
procedimentos para a sintese em larga escala de antibioticos [I-lactimicos semi-sintéticos. A
PGA catalisa a hidrélise/sintese de acil derivados do acido fenilacético ou de um composto
analogo via a formacdo de intermedidrios covalentes acil-enzima através da serina terminal
(Savidge, 1984).

O consumo anual de PGA esta estimado em 10-30 milhdes de toneladas. Para
satisfazer a demanda de producdo de antibidticos [I-lactdmicos, um crescimento significante

ocorreu durante as duas ultimas décadas. Industrias que produzem antibiodticos [I-lactimicos
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substituiram os processos tradicionais de hidrélise de penicilina pelo processo enzimatico,
cuja eficiéncia estd entre 80-90% (Elander, 2003).

O centro ativo da PGA da Escherichia coli esta situado entre a subunidade o,
com 209 aminoacidos e 20 kDa, responsavel pelo reconhecimento da cadeia lateral do
substrato, e a subunidade 3, com 557 aminodacidos e 70 kDa, que contribui com um residuo
serina N-terminal responsavel pela atividade catalitica (Bock et al, 1983, Novella et al. 1994).
Juntas, as duas subunidades formam a enzima cataliticamente ativa e sua dissociagdo ocasiona

a inativagdo, de forma praticamente irreversivel, da mesma (Figura 1).

Figura 1 — Estrutura da PGA. Em rosa aparece a subunidade beta e em azul a subunidade alfa. No centro da
molécula, indicado em vermelho, encontra-se o residuo serina catalitico (Flores et al., 2004).

A estrutura do sitio ativo da PGA ¢ complexa, em forma de bolsa com
grupamentos serina e asparagina, entre outros. A Figura 2 apresenta uma proposta de
mecanismo catalitico para a hidrolise da penicilia G que mostra a importante fungdo das
ligacdes de hidrogénio entre a 4gua e o grupo a-amino, altamente nucleofilico, da serina B1.

O substrato também interage com os nitrogénios B69 e os da ligacdo lateral da asparagina
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B241. No sitio ativo, a serina Bl fica posicionada para um ataque nucleofilico ao carbono
carbonil do substrato. A desacilagdo do complexo acil-enzima ocorre por ataque nucleofilico

de uma molécula de agua (Duggleby et al., 1995, Giordano et al. 2006).
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Figura 2 - Mecanismo catalitico proposto para a acdo da penicilina G acilase na hidrdlise de penicilina G
(Duggleby et al., 1995).

2.1.2 - IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A viabilidade comercial de qualquer enzima depende da sua estabilidade
operacional e reaproveitabilidade. Apesar das excelentes perspectivas que as enzimas
apresentam como catalisadores, sua aplicacdo industrial apresenta elevado custo, pois estas,
na forma livre, sdo soltiveis em dgua nao podendo ser reutilizadas devido a sua perda durante
processo: como estdo sempre presentes em baixas concentragdes, sua separagdo do produto
final muitas vezes ¢ invidvel economicamente, impedindo assim seu uso continuo (Bryjak e
Trochimczuk, 2006, Heilmann et al., 2007). As enzimas também estdo sujeitas a inativagao

por fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos que podem ocorrer durante a estocagem ou uso

(Dalla-Vecchia el al., 2004).
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Os problemas acima citados podem ser minimizados com a utilizacao de
enzimas imobilizadas, pois as técnicas de imobilizacdo, além de fornecerem estabilidade as
enzimas, também permitem que a reagdo ocorra em catalise heterogénea, facilitando a
recuperacdo e reutilizagdo do biocatalisador (Calleri et al., 2004, Cecchini et al., 2007). A
imobilizacdo necessariamente ndo aumenta a estabilidade da enzima, mas isto pode ser
alcancado através de diferentes técnicas (Lopez-Gallego et al., 2005, Cao et al., 2001,
Giordano et al., 20006).

Uma enzima imobilizada ¢ aquela que esta fisicamente confinada ou localizada
em uma regido definida do espaco com retencdo de sua atividade catalitica podendo ser
utilizada repetida e continuamente (Gongalves, 1996). A imobilizagdo de enzimas pode
ocorrer através de trés principais métodos: confinamento em matrizes formadas por géis
poliméricos ou simplesmente aprisionamento fisico, ligacdo cruzada onde se observa o
estabelecimento de ligagdes quimicas entre duas moléculas de enzima e ligagdo da enzima a
um suporte soélido, que pode se dar através de adsor¢do fisica ou ligacdo quimica (iOnica
metalica ou covalente, Parmar et al, 2000; Shewale e Sivaraman, 1989). A Figura 3 mostra,

esquematicamente, a classificacdo dos métodos utilizados para a imobilizagdo de enzimas.

Métodoes de Imobilizacao de Enzimas
Imobilizagao por Ligacao Imobilizacio por Retencao Fisica
Adsorcao Ligacao Em Matriz Em Membranas
fisica ou idnica) Covalente | | | |
| Particulas  Fibras Microcapsulas Entre Membranas
3 LT Macroscopicas

. \
EE E ! ® ® e Y e e |

i

‘E E @
®©® D
/4 /3 /3

Figura 3 — Métodos de imobilizagdo de enzimas (adaptada de Blanch & Clark, 1996 ¢ Dalla — Vechia et al,
2004).
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Embora varias técnicas de imobilizacao possam ser usadas para a uma mesma
enzima, nenhuma delas pode ser considerada como um método geral devido a diversidade
estrutural das enzimas, substratos e produtos. Cada método tem limitacdes especificas e, para
uma aplicagdo particular, é necessario utilizar um procedimento simples e barato que resulte
em boa atividade e estabilidade operacional do derivado.

Na imobilizagdo por ligagdo covalente, o suporte ativado se combina
quimicamente a grupos funcionais da enzima ndo essenciais para a atividade catalitica,
dependendo dos grupos reativos disponiveis no suporte (Figura 4). Estabilizag¢do através da
imobilizagdo multipontual covalente ¢ uma das possibilidades mais promissoras para
melhorar a estabilidade da enzima, desde que as posigdes relativas de todos os grupos
envolvidos sejam mantidas. Porém, apenas 20% da superficie da enzima, aproximadamente,
participard da reagdo enzima-suporte e uma real estabilizagdo da proteina s6 podera ser
alcanca se realizadas muitas ligagGes entre esta area da proteina e o suporte (Mateo et al.,

2006).

Braco Espacador

En.tmm

Suporte solido
Figura 4 — Representagao esquematica da ligagdo de uma enzima a um suporte soélido ativado.

As enzimas podem ser ligadas covalentemente ao suporte na presenga de um
inibidor competitivo para prevenir a possibilidade de dano ao sitio ativo da enzima

(Lehninger, 1977). A maioria dos suportes ndo possui sitios reativos que podem ligar-se
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diretamente com a enzima, mas possuem grupos hidroxil, amino, amida ou carboxil que
requerem ativagdo anterior. Os reagentes mais comumente utilizados como agentes ativantes
de suporte sdo os reagentes polifuncionalizados contendo grupos epoxidos ou aldeidos e o
brometo de cianogénio.

A imobilizagdo multipontual em suportes ativados ¢ realizada através dos
grupos amino dos residuos Lisina (Lys) da enzima e do grupo NH," - terminal. A maioria das
enzimas apresenta muitos residuos lisina que geralmente ndo estdo envolvidos com o centro
catalitico e os grupos amino s3o polares estando geralmente expostos ao meio na superficie da
enzima. Os grupos amino, quando desprotonados, sdo muito reativos ndo necessitando de
ativacdo prévia para atuarem como agentes nucleofilicos contra atomos com carga (+3)
localizados na superficie do suporte (Guisan, 1988).

A ligacdo unipontual enzima-suporte pode ser reversivel, porém, quando
ocorrem dois ou mais pontos de liga¢do a imobilizagdo torna-se irreversivel (Guisan, 1988). A
natureza forte das ligagdes covalentes formadas impede que o biocatalisador seja arrastado
para fora do suporte. O biocatalisador imobilizado deve idealmente promover o aumento da
interagdo enzima-substrato ¢ a diminui¢do da inibicdo pelo produto, alterar o pH o6timo
aparente para um valor desejado, facilitar a recuperacdo da enzima para reutilizagdo.

Virias abordagens utilizando biocatalisadores comerciais, que objetivam
facilitar a separacdo do catalisador dos cristais em um reator integrado, tém sido sugeridas em
patentes (Ilhan e Kraemer, 2001, Kaasgaard et al., 1992, Clausen e Dekkers, 2000). Giordano
et al., 2003, propdem a utilizagdo de uma segunda matriz (co-imobilizagdo), composta de gel
de pectina ou alginato, para proteger a integridade fisica do biocatalisador e aumentar o
tamanho das particulas, facilitando desta forma a separacao dos cristais e produtos.

A técnica de formacdo de géis por difusdo € caracterizada como sendo de

gelificagdo rapida, onde a solugdo de alginato ¢ gotejada em solug@o contendo os ions calcio,
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formando esferas unicas e independentes (Smidsrod e Draget, 1997). Nesta técnica ¢ criada
uma zona de gelificagdo da superficie em dire¢do ao centro do gel. Moléculas de alginato
difundirdo da parte interna, ndo gelificada, rumo a regido contendo os ions calcio, ¢ a
concentragdo de alginato é considerada aproximadamente igual a zero no centro do gel.
Assim, o gel formado ndo ¢ homogéneo, com maior concentragdao de alginato
na superficie em relacdo ao centro. A homogeneidade do gel pode ser alcangcada com alginato
de alta massa molar e altas concentragdes de ions gelificantes. A Figura 5 ilustra este processo

de gelificacio.

P

T
Caciy e
'+* N

Tona de Celificacio
Figura 5 - Esquema do processo de gelificagdo por difusdo (Smidsrod e Draget,1997).

2.1.3 - SUPORTES PARA IMOBILIZACAO

Os suportes para imobilizagdo de enzimas podem ser classificados conforme
sua composi¢ao (organicos e inorganicos) e morfologia (porosos, ndo-porosos ¢ estrutura em
gel) (Messing, 1975).

Suportes inorganicos sdo mais adequados para o uso industrial devido as suas
propriedades fisicas, além disso, apresentam uma série de vantagens em relagdo aos suportes

organicos como: elevada resisténcia mecanica, estabilidade térmica, resisténcia a solventes
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organicos e ataque de microrganismos e facil regeneracao por processo de pirdlise. No mais,
materiais inorganicos nao apresentam modificacdo na estrutura em uma larga faixa de
pressao, temperatura e pH. Contudo, a maioria das enzimas imobilizadas e comercializadas ¢
obtida com matrizes organicas, provavelmente, devido a grande variedade de grupos
funcionais reativos que podem ser “introduzidos” em suportes organicos.

Quanto a morfologia, os suportes podem ser: porosos, ndo porosos e estrutura
gel. Os suportes porosos, tanto organicos quanto os inorganicos, apresentam como vantagem
grande area superficial interna disponivel para imobilizagdo da enzima, que neste caso fica
protegida de turbuléncia externa. Observa-se que a morfologia interna dos suportes porosos
permite ndo sé a imobiliza¢do da enzima, como também o acesso das moléculas de produtos e
substratos. Os nao-porosos eliminam a resisténcia a transferéncia de massa interna, contudo,
apresentam uma limitada area superficial disponivel para imobilizagdo de enzimas. Para
aumentar a carga de enzima imobilizada, utilizam-se particulas finas ou fibras, porém, estas
sao dificilmente removidas da mistura reacional, limitando o uso em reagdes continuas, desde
que levadas a uma alta pressdo em reatores de leito fixo. Além disso, influem no grau de
escoamento se utilizadas em reatores de leito fluidizado (Pereira, 1996).

Os géis, embora de uso simples, sdo uteis apenas nos casos em que a grade
formada seja de malha suficiente para reter a enzima sem implicar em restricdes difusionais

sérias para o substrato.

Dentre os suportes j4 estudados para a imobilizacdo da PGA, podem ser
citados o gel de agarose, silica macroporosa, epoxi, aluminosilicato mesoporoso (MCM-41),
resinas poliacrilicas, nylon e quitosana (Guisan, 2006, He et al., 2005, Terreni et al., 2001,

Trevisam et al., 2000).



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA 16

O gel de agarose ¢ freqiientemente escolhido para ser utilizado como suporte
de imobilizagdo, pois possui grande area superficial, ¢ facilmente ativavel e apresenta boas
propriedades mecanicas, podendo ser utilizado em condigdes industriais.

Algumas das propriedades do gel de agarose 6BCL, como densidade, raio

médio e porosidade, determinadas por Gongalves, 2001a, sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Algumas propriedades do gel de agarose 6 BCL.

Parametro Valor
Densidade (g/mL) 1,02 +1,6x10-3
Raio médio (um) 86,4 £ 26

Porosidade (%) 94,50 + 1,6x10-1

No método de ativacdo com grupos glioxil, obtém-se um gel de agarose com
elevada densidade de grupos aldeidos, moderadamente separados de sua superficie
(caracteristica importante para evitar impedimentos estéricos), que reagirdo com a enzima
pela zona de maior densidade de grupos lisina (Guisan, 1988). A utilizacdo de grupos aldeidos
tem como principal vantagem a reversibilidade da ligacdo amino-aldeido, que facilita a
imobilizacao da enzima sem causar distor¢des importantes na sua estrutura, enquanto reagem
com os grupos aminos da mesma (Mateo et al., 2000 e Pereira, 1996).

As etapas para a obtencao de géis glioxil-agarose utilizados no processo de
imobilizacao covalente multipontual, sdo apresentas na Figura 6. A ativagao de suportes via
époxido ocorre em duas etapas. Primeiro ocorre a eterificacdo do suporte com glicidol,
obtendo-se grupos gliceril e posteriormente ocorre a oxidagcdo desses grupos com periodato de

sodio obtendo-se grupos glioxil (Guisan, 1992).
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Figura 6 — Reagoes para a obtengdo de géis glioxil-agarose via epoxido (glicidol).

Alginato ¢ um polimero de ocorréncia natural, bastante hidrossoluvel, com
auséncia de toxicidade, alta viscosidade e capacidade de gelificagdo. E produzido a partir da
polimerizacdo da algina, um polissacarideo obtido a partir de algas marinhas marrons,
especialmente a espécie Macrocystis pyrifera, encontrada ao longo da costa da América do
Norte e do Sul, Nova Zelandia, Australia e Africa. Conforme apresentado na Figura 7, o
alginato ¢ um copolimero linear de acido B-D-manurdnico (M) e acido a-L-guluronico (G),
ligacdes 1,4 a- e 1,4 B- glicosidicas, com propor¢des variadas e arranjos seqiienciais de M e
G ao longo da cadeia. A composi¢do molecular especifica de uma amostra de alginato

depende da alga de onde foi extraido, podendo ocorrer variagdo nas porcentagens de acido

manuronico e guluronico (Sriamornsak, 1998).
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Figura 7 — Estrutura do alginato: a) B-D-manurdénico (M); b) a-L-gulurdénico (G) e c) estrutura em blocos das
duas unidades (Sriamornsak, 1998).

A gelificacdo do alginato ¢ baseada na sua afinidade e habilidade de ligar-se a
certos fons divalentes como Ca*", Ba*" e Sr*". O fon ligante é seletivo ao conteudo guluronato,
e quanto maior for este conteido maior sera a resisténcia mecanica do gel. Suportes de
alginato sdo obtidos a partir do entrecruzamento do grupo carboxil do 4cido [1-L-gulurénico
com uma solugdo catidnica gelificante como cloreto de calcio (CaCly) (Draget et al., 1997 e
Smidsrod et al., 1990). A Figura 8 mostra a ligagdo de dois residuos G com o ion calcio. Na

literatura esta estrutura recebe o nome de ‘egg box’.

OH

OH

Figura 8 - Esquema da ligagao de residuos G com o ion célcio, em moléculas adjacentes de alginato (Moe et al.,
1995).

Diferente do alginato de sodio, o alginato de calcio ¢ insoltivel em agua sendo,

portanto amplamente utilizado para imobilizacdo, formagdo de membranas e
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microencapsula¢do (Funduenanu et al., 1999 ¢ Velten et al., 1999). O gel de alginato de
calcio ¢ desestabilizado na presencga de fosforo, lactato e citrato ou cations ndo gelificantes
como sodio e magnésio, pois estes compostos provocam afastamento das cadeias poliméricas
devido a remogdo de ions célcio e as enzimas aprisionadas fisicamente tendem a lixiviar para

o meio reacional (Smidsrod e Skak-Braek, 1990 ¢ Draget et al., 1997).

2.2 — ANTIBIOTICOS

Antibidticos sdo substincias quimicas especificas capazes de inibir o
crescimento de microorganismos patogénicos ou, eventualmente, destrui-los. Sao produzidos
por organismos vivos € seus andlogos estruturais podem ser obtidos por sintese ou semi-
sintese (adicdo de diferentes cadeias laterais ao anel central 4cido 6-aminopenicilanico)

A forma de atuacdo antimicrobiana por parte dos antibidticos pode ocorrer de
acordo com processos diferentes, atuando sobre estruturas distintas como (Santana, 2006):

* Na respiracdo e/ou fosforilagdo oxidativa: os compostos que atuam dessa forma nao
sdo usados na terapéutica, pois atingem todas as células, tanto as invasoras quanto as
do hospedeiro;

* Na parede celular: esta estrutura, importante para a protecdo e sustentagdo da célula
bacteriana, possui uma caracteristica comum a maioria das bactérias: apresenta um
componente chamado de basal, o qual ¢ formado de um polimero denominado de
mucopeptideo. Todos os antibidticos que atuam sobre a parede celular impedem a
sintese da camada basal. J4 que eles impedem a sua sintese e ndo destroem a ja
existente, as bactérias devem estar em condigdes proliferativas para que o antibidtico
possa agir. Sem a parede celular o organismo ndo consegue sobreviver, pois ocorre um
desequilibrio da pressdo osmotica, acarretando lise celular. Neste grupo se inserem as

penicilinas e cefalosporinas;
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= Na membrana citoplasmatica: os antibidticos que atuam nesta estrutura podem agir de
duas maneiras: desorganizando a estrutura da membrana ou causando modifica¢des
i0nicas que provocam falhas na permeabilidade da membrana;

* Na sintese de acidos nucléicos: este tipo de antibiotico pode impedir a replicagdo da
informagdo genética (impedindo a acdo da DNA-polimerase), interferir no
metabolismo dos nucleotideos e na transcrigdo do DNA. Eles atacam a informacgao
genética do organismo, sendo letais as células. Possuem pouca seletividade, sendo
usados em casos extremos ou como agentes antitumorais;

» Na sintese de proteinas: podem tanto dificultar a tradugdo do RNAm quanto provocar
a formacao de proteinas defeituosas. Atuam nas estruturas periféricas dos ribossomos,

onde ocorre a sintese de novas proteinas.

2.2.1 - ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Antibidticos B-lactamicos sdo uma classe de agentes bactericidas
caracterizados pela presenga de um grupamento quimico comum, responsavel pela agdo
antimicrobiana, chamado anel -lactaimico. Agem interferindo na sintese dos componentes do
peptideoglicano da parede celular da bactéria. Conseqiientemente, sem a prote¢do da parede
celular, a célula morre devido a alta pressdo osmotica interna que causa rompimento da
mesma. (Polderman-Tijmes, 2004). Sdo pertencentes a esta classe de antibidticos as
penicilinas, aminopenicilinas (dentre elas a ampicilina), cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenes.

As penicilinas, Figura 9, tém uma estrutura comum composta por um anel
tiazolidina fundido ao anel B-lactamico (estrutura de trés carbonos e um nitrogénio). Qualquer

alteracdo nessa estrutura ocasiona a inativag¢do do antibiotico, fazendo com que este perca sua
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funcdo bactericida (Gongalves, 2001a). A cadeia lateral R determina o espectro
antibacteriano, a estabilidade em meio acido, a resisténcia a -lactamases e as propriedades

farmacocinéticas do antibiotico.

O

” anel tiazolidina

R C NH CH,
CH,

© COOH

anel p-lactamico

Figura 9 — Estrutura quimica geral das penicilinas.

Diferentes métodos podem ser utilizados para a obtencdo de penicilinas.
Dentre eles estdio o cultivo de microrganismos (fornecendo penicilinas naturais ou
microbianas) e os métodos semi-sintético e sintético (este ultimo ndo ¢ competitivo com 0s

outros processos de obten¢ado).

Penicilina G e penicilina V apresentam um mesmo espectro de atividade contra
bactérias Gram positivas e sdo as principais penicilinas produzidas por fermentacdo de fungos
filamentosos como o Penicillium chrysogenum (Nielson et al., 1995, Korolkovas ¢ de Franga,
2000). Por ser degradada no estdmago pelo suco géstrico, deve ser administrada por via
intramuscular (Nathwani e Wood, 1993). Porém, este antibidtico ¢ bastante utilizado quando
se deseja um rapido efeito ou quando hé necessidade de altas concentragdes no plasma

sangiiineo.

Grande parte dessas penicilinas ¢ utilizada como matéria-prima para a
producdo do acido 6-aminopenicilanico (6-APA), apos hidrdlise da cadeia lateral. Outros

fungos (como, por exemplo, o Cephalosporium chrysogenum) sdo cultivados para produzir
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uma classe diferente de antibioticos B-lactamicos, as cefalosporinas, que, apos hidrolise da
cadeia lateral, fornecem o d4cido 7-aminocefalospordmico (7-ACA) ou o acido 7-
aminodesacetoxicefalosporamico (7-ADCA) — o qual pode ser obtido pela transformacao
quimica do 7-ACA.

Dentre as penicilinas produzidas por microorganismos, denominadas
penicilinas naturais, a penicilina G, também conhecida como benzilpenicilina, ¢ a Uinica ainda
comercialmente utilizada (Marzo ¢ Dal Bo, 1998). Alta eficiéncia e baixa toxicidade sdo as
duas caracteristicas fundamentais que fazem das penicilinas os antibidticos mais utilizados.

As penicilinas semi-sintéticas sdo assim denominadas porque sdo obtidas
mediante a incorporacdo, por via sintética, de grupamentos quimicos especificos ao acido 6-
aminopenicilanico (6-APA).

A quebra da ligagdo amida entre o grupo amino primario do nucleo -
lactamico e o grupo carboxila do 4cido fenilacético lateral da penicilina G, como mostrano na
Figura 10, pode ser realizada industrialmente por catalise enzimatica separando o nucleo [3-
lactdmico da cadeia lateral (Sio e Quax, 2004). O primeiro processo para a producdo de 6-
APA foi desenvolvido usando uma desacilase de Streptomyces lavendulae e penicilina V
como substrato. A patente para este processo foi depositada por Beecham Pharmaceuticals em
mar¢o de 1959. Posteriormente foi descoberta uma desacilase de origem bacteriana e a
penicilina G passou a ser utilizada para a producdo de 6-APA. Com a disponibilidade de 6-
APA foi possivel a sintese de um conjunto extenso de novas penicilinas (Rolinson e Geddes,

2007).
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Figura 10 — Hidrolise enzimatica da penicilina G por penicilina G acilase (PGA) para a producao de 6-APA
(Arroyo et al., 2003).

Partindo do nucleo, acido 6-aminopenicilanico (6-APA), e condensando-o a
diversas cadeias laterais diferentes ¢ possivel a sintese de penicilinas semi-sintéticas (van de
Sandt e de Vroom, 2000). A baixa atividade contra bactérias Gram-negativas e a instabilidade
em meio acido da penicilina G foram os obstaculos superados pelo aparecimento dos
antibidticos semi-sintéticos. Dentre as vantagens dos antibidticos semi-sintéticos em relagao
aos naturais podem ser citadas: maior espectro de acdo antimicrobiana, maior facilidade de
sua absor¢ao pelo organismo e resisténcia ao suco gastrico, o que possibilita sua ingestdo via
oral.

Os antibidticos P-lactdmicos, em particular penicilinas e cefalosporinas,
representam um dos principais mercados biotecnologicos do mundo. A evolugao do mercado
mundial de semi-sintéticos desde seu aparecimento foi expressiva, passando de 4.000 ton/ano
em 1970 para 45.000 ton/ano em 2000 (Bruggink e Roy, 2001). Com vendas anuais de
aproximadamente US$ 15 bilhdes, eles compdem aproximadamente 65% do mercado total de
antibidticos (Elander, 2003). Sozinhos eles constituem a maioria das vendas do mundo:
30.000 ton/ano de um total de 50.000 ton/ano produzidos mundialmente (de Souza et al.,

2005).
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2.2.2 - AMPICILINA

Ampicilina (4acido 6-[2-amino-2-fenilacetamida] penicilanico) ¢ um dos
antibidticos PB-lactdmicos mais usados, com producdo mundial estimada em 5.600 ton/ano
(Ospina et al., 1996a). Atualmente as importagdes brasileiras de ampicilina na forma de sais
chegam a 153 ton/ano e ampicilina na forma de medicamentos a 201 ton/ano (15 de Janeiro
de 2007, aliceweb.mdic.gov.br).

Em 1956, um ano antes da descoberta do 6-APA, Paul Garrod escreveu no
Diério Médico britanico: “A caracteristica mais inquietante da pratica hospitalar atual ¢ a
prevaléncia de infecg¢des por Staphylococcus devido a resisténcia ao antibidtico”. A primeira
penicilina semi-sintética estavel frente a penicilinase (PB-lactamase) de Staphylococci e
clinicamente efetiva contra Staphylococcus aureus foi a meticilina. A meticilina foi
introduzida no mercado em 1960, apenas trés anos apo6s a descoberta do 6-APA, e no ano
seguinte (1961) ocorreu o aparecimento da ampicilina (Rolinson e Geddes, 2007).

Em 1964, pesquisas mostraram que a introdu¢do de um grupo p-hidroxi a
cadeia lateral da ampicilina conduzia a outra penicilina semi-sintética, denominada
amoxicilina. A amoxicilina ¢ um dos antibidticos B-lactdmicos mais usados, devido ao fato da
resisténcia bacteriana a essa substancia ser limitada (Louwrier ¢ Knoelest, 1997). Além disso,
como ¢ um antibiotico de amplo espectro, esta penicilina semi-sintética ¢ aplicavel contra
uma grande variedade de infecgdes bacterioldgicas. Outra vantagem ¢ que sendo muito
estavel a pH acido, pode ser usada por via oral (Tsuji et al., 1978).

A ampicilina difere estruturalmente da penicilina G devido a presenga de um

grupo amino, ionizavel, na posi¢ao alfa do carbono benzénico da cadeia lateral (Figura 11).
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COCH

Figura 11 - Estrutura quimica da ampicilina.

O grupamento amino confere a ampicilina um amplo espectro de a¢do, maior
até que o da benzilpenicilina. Sdo algumas das caracteristicas da ampicilina: ativa contra
certas bactérias gram-negativas aerdbias (ex. Escherichia coli); eficaz no tratamento da
meningite ¢ em infecgdes causadas por microorganismos gram-positivos; pode ser usada na
forma anidra, trihidratada, sédica e ligada a benzatina ou probenecida; pode ser administrada
via oral, intramuscular e intravenosa; alta taxa de absor¢do quando administrada oralmente e
alta estabilidade em pH acido (Korolkovas e de Franga, 2000).

A ampicilina sofre inativagdo por efeito das P-lactamases, porém quando
administrada concomitantemente com acido clavulanico este inibe as B-lactamases produzidas

como mecanismo de defesa por microorganismos resistentes (Ospina et al., 1996a).

2.3 - SINTESE DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS SEMI-SINTETICOS

Tradicionalmente os antibidticos semi-sintéticos sdao produzidos em escala
industrial através de processos quimicos, porém, devido a sua complexidade, estes apresentam
algumas desvantagens (Ospina et al., 1996a). Os processos quimicos exigem diversas etapas
de prote¢do e desprote¢do dos grupos reativos para evitar reacdes de hidrolise ndo seletiva.
Para tanto, sdo necessarios solventes organoclorados, toxicos e de dificil manejo, que geram

residuos ndo reciclaveis e nocivos ao meio ambiente. Os solventes organoclorados podem ser
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cancerigenos, sendo indesejaveis tanto como residuos quanto como impureza presente no
produto, ainda que como tragos (Diago e Ludescher, 1998). As reagdes ocorrem a baixa
temperatura (-30°C) e com longo tempo de reacao.

A reagdo de sintese enzimatica de ampicilina pela rota enzimatica utilizando
Penicilina G Acilase (PGA), conhecida desde 1969, pode ser realizada a temperatura
ambiente, em meio aquoso ¢ em pH neutro. Nos ultimos anos, devido ao surgimento de
diversas leis de protecdo ambiental, a sintese enzimatica, por ser uma rota alternativa mais
limpa, no ambito da quimica verde, se torna mais atrativa quando comparada a sintese
quimica. No entanto, atualmente, um dos principais obstaculos a sua implementagao industrial
¢ a busca por melhores rendimentos, seletividades e produtividades, sendo conhecida apenas
uma planta que utiliza a rota enzimatica para a producdo de cefalosporina semi-sintética
(Wegman et al., 2001). Neste contexto, a obtengdo de modelo cinético ¢ uma ferramenta
fundamental para a otimizacdo da rota enzimadtica a fim de viabilizar sua implantagdo em
escala industrial.

A sintese enzimatica de antibidticos semi-sintéticos pode ser realizada através
de duas estratégias: sintese termodinamicamente controlada, onde temos simplesmente a
reacdo reversa da hidrolise do antibidtico, e sintese cineticamente controlada, onde ¢
necessario o uso de derivados ativados dos doadores da cadeia acil para promover a acilacao

do nucleo B-lactamico.

2.3.1 - SINTESE TERMODINAMICAMENTE CONTROLADA

A sintese termodinamicamente controlada (STC), cujo rendimento depende

apenas do equilibrio termodinamico entre reagentes e produto, é considerada a estratégia mais
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simples para a obtencao de antibidticos B-lactdmicos semi-sintéticos. No caso da ampicilina

(Figura 12), ocorreria a condensag¢ao direta do 6-APA com a D-(-)-fenilglicina (doador acil)
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Figura 12 — Reagdo de sintese termodinamicamente controlada de ampicilina a partir de D-(-)-fenilglicina (FG) e
acido 6-aminopenicilanico (6-APA) (Diender et al., 1998, Ospina et al., 1996a, Margolin et al., 1980).

Para que a sintese ocorra, ou seja, para o substrato ser reconhecido e o sitio
ativo da PGA de E. coli estar disponivel, o grupo amino do 6-APA e o grupo carboxilico da
FG devem estar neutros (Margolin et al., 1980, Diender et al., 1998). A faixa de pH onde a
PGA tem alta atividade estd entre 5,0-8,0, porém nessa condi¢cdo a concentracdo de FG na
forma neutra (grupo carboxilico descarregado) ¢ muita baixa. (Diender et al., 1998, Ospina et
al., 1996a).

Outra desvantagem da sintese termodinamica ¢ o fato de que em meio aquoso
o equilibrio da rea¢do ¢ fortemente deslocado no sentido da hidrdlise. Para contornar esse
problema foram testados solventes organicos, pois além de atuarem diminuindo a
concentragdo de 4gua no meio, também aumentam a constante de dissociacdo (pKa) de
substratos e¢/ou produtos (Fernandez-Lafuente et al., 1998). Contudo, a utilizagdo de um co-
solvente pode reduzir a estabilidade da enzima tornando-se outro obstdculo para a sintese

termodinamicamente controlada. No caso da fenilglicina foi testada dimetilformamida (DMF)
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para aumentar seu pKa;, porém a variacao deste (2,2 para 3,1) ndo foi suficiente para
aumentar a concentracdo de FG na forma ndo-dissociada em uma regido onde a enzima

permanecesse ativa e estavel (Ospina, 1996 a).

2.3.2 - SINTESE CINETICAMENTE CONTROLADA

A substituicao da fenilglicina por um derivado ativado, como éster ou amida de
fenilglicina, foi a solu¢do encontrada para contornar os problemas da sintese
termodinamicamente controlada, ou seja, a necessidade do grupo carboxilico neutro
(Fernandez-Lafuente et al., 1996).

Dentre as rotas de sintese enzimatica, a sintese cineticamente controlada (SCC)
¢ a mais popular na literatura cientifica e a mais factivel para a producdo de penicilinas semi-
sintéticas. No caso da producao de ampicilina, o derivado éster da fenilglicina (por exemplo, o
éster metilico de FG, EMFQ) se combina com o nucleo B-lactamico (6-APA) para produzir o
antibidtico (ampicilina) e alcool (metanol). Dentre os derivados ativados, o éster metilico de
fenilglicina levou o rendimento da SCC a valores mais altos que as amidas (Fernandez-
Lafuente et al., 1991).

Diferentemente da STC, onde o rendimento ¢ determinado apenas pela
constante termodinamica do processo, o rendimento da SCC ¢ dado pelo balango da cinética
de trés diferentes reagdes, todas catalisadas pela mesma enzima (Figura 13): a sintese do
antibiotico (atividade transferase ou de sintese), a hidrolise do derivado do doador acil
(atividade hidrolase — esterase ou amidase), e a hidrolise do antibidtico que ¢ previamente

sintetizado (atividade amidase) (Fernandez-Lafuente et al., 1996).
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Figura 13 - Sintese cineticamente controlada de ampicilina. O doador acil, neste caso um éster, se diferencia em
R, podendo ser o radical metila, etila ou isopropila. Os respectivos alcoois serdo: metilico, etilico e
isopropilico (Adaptada de Ribeiro, 2007).

Na rota cineticamente controlada o antibidtico formado, sendo produto
intermediario, ¢ quase completamente hidrolisado pela PGA sob condigdes de equilibrio
termodindmico. No entanto, ao cessar a reagcdo antes que a velocidade de hidrélise do
antibidtico recém formado seja maior que a velocidade de sintese, a concentragdo do
antibidtico pode ser maior que o valor de equilibrio termodinamico, conseguindo-se, assim,
um maximo transiente durante o processo de conversdo. Devido as reagdes hidroliticas
indesejaveis, a perda improdutiva de doador de acil ¢ uma das principais desvantagens para
um processo industrial (Gabor et al., 2005).

Muitos estudos foram realizados a fim de melhorar a SCC de antibioticos [3-
lactdmicos semi-sintéticos através de engenharia do meio ou modificagdo as condigdes da
reacdo. Qualquer modificagdo no derivado, na fonte da enzima (inimeros microrganismos a
expressam), no tipo de imobiliza¢do ou nas condi¢des de reacdo pode acarretar uma variagao
nas velocidades de reacdo e, conseqiientemente, uma alteracdo do rendimento méaximo

(Gongalves, 2001a, Hernandez-Justiz et al., 1999). Em conseqiiéncia da diversidade de
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variaveis que influenciam nesta rota de sintese, ¢ necessaria andlise cuidadosa das
propriedades da enzima, do substrato ativado e do sistema.

A otimizagdo do processo de sintese enzimatica de penicilinas semi-sintéticas ¢
necessaria para viabilizar a implementacao desta rota em escala industrial. No caso da sintese
cineticamente controlada, a mais factivel, recai-se em problema tipico de otimizagdo de
reacgdes série-paralelo, pois o ponto de maxima seletividade em antibidtico deve ser buscado
para operagdo do reator levando-se em conta também produtividade, rendimento do éster e
conversao do 6-APA. Os critérios utilizados para avaliar o desempenho da sintese de

ampicilina sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Critérios utilizados para avaliar o desempenho da SCC de ampicilina.

Produtividade pP= Came
(concentracao de ampicilina/UI /tempo de Ul x min
reagao)
Seletividade g= Cawp
(concentracao de ampicilina/concentragao Crg
de D-FQ)
Rendimento do éster A
- . e ~ AmplCIhnaproduzida
(concentragdo de ampicilina/concentragao R=—+
de éster consumido) ESter, nqumido
Conversao de 6-APA _ Ampicilina g,
(concentracao de ampicilina/concentragao 6 — APA.

inicial

de éster inicial)

*UI = unidade de enzima, vide Materiais e Métodos.

2.4 - MECANISMO DE ACAO DA PGA

Uma investigagdo detalhada do mecanismo das reacdes de transferéncia acil
catalisadas pela PGA pode ter um papel muito importante no entendimento das caracteristicas

gerais de tais transformacdes enzimaticas e na otimizagdo das conversdes biocataliticas.
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Anadlises cristalograficas de raio-X utilizando linhagens de enzimas e varios tipos de
complexos enzimaticos, assim como andlise de dados cinéticos, t€ém sido utilizadas para
estudar os varios aspectos mecanisticos da sintese enzimatica de antibidticos B-lactamicos.

A partir do mecanismo de hidrolise da penicilina G proposto por Duggleby et
al., 1995, foi proposto um mecanismo para a sintese de ampicilina, onde o ataque nucleofilico
da agua ¢ substituido pelo ataque do nucleo B-lactdmico (Ospina et al., 1996a).

PGA catalisa reagdes de transferéncia acil via formag¢do de um intermediario
acil-enzima. Em seguida, na desacilacdo, este intermedidrio reage com o nucleo B-lactamico
formando o antibiotico e regenerando a enzima (Figura 14). A formacdo do complexo acil-
enzima ¢ consenso tanto para a sintese quanto para a hidrolise de antibidticos e derivados da

fenilglicina (éster ou amida).
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Figura 14 - Mecanismo de ag¢do da PGA para a sintese de antibidticos 3-lactamicos semi-sintéticos proposto por

Ospina et al., 1996a seguindo o mecanismo de hidrdlise de Duggleby et al., 1995.




CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA 32

A formacao do complexo acil-enzima-ntcleo antes do ataque nucleofilico ao
complexo acil-enzima para a formacdo do antibidtico ¢ um ponto mecanistico importante
verificado, através de dados cinéticos, por diversos autores (Kasche et al., 1984, Youshko ¢
Svedas, 2000, Gongalves et al., 2002). Este mecanismo envolve a formagdo de um complexo
acil-enzima covalente como intermediario que pode ser desacilado tanto pela 4gua como por
outros nucledfilos.

A Figura 15 mostra um esquema cinético de transferéncia enzimatica do grupo
acil para o nucleofilo a partir da formagao de um complexo acil-enzima-nucleo (Ribeiro et al.,
2005). De acordo com a literatura, o nucleo B-lactamico deve estar ligado a enzima antes do

seu ataque nucleofilico ao complexo acil-enzima.

k k k,
EH+AB =——— EHAB — > EA ——== EH+ AOH K EH-AOH
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Figura 15. Mecanismo da sintese enzimatica cineticamente controlada de antibidticos 3-lactdmicos. As reagdes
destacadas sdo as etapas ndo-consensuais na literatura. Para sintese de ampicilina utilizando éster metilico de
fenilglicina, tem-se: EH = enzima ndo-ligada (com o hidrogénio da hidroxila da serina terminal presente); AB =
EMFG; NH = 6-APA; BH = metanol; AOH = FG; AN = ampicilina; EA = complexo acil-enzima; EA ee NH =
complexo acil-enzima-ntcleo. Ligagdes ndo-covalentes estdo pontilhadas (Ribeiro et al., 2005).
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Kasche et al., 1984, mostrou que a razdo de constantes aparentes de

) k \Y% . .
desacilagdo, (Ku/ks)ap, dada por || =C,, 2% seria invariante em relagdo aos
S Jap Van
substratos, caso o 6-APA livre (sem estar adsorvido) atacasse o complexo acil-enzima. Nessa
expressao, no caso da ampicilina, Vaon € a velocidade de producao de fenilglicina e van, a de

producdo de antibidtico. De fato, tanto Kasche et al. 1984 como Gongalves et al. 2002

observaram um dependéncia linear de (Kn/Ks)ap com respeito a Cyn (concentragdo de nticleo).

Apesar do consenso na literatura sobre esse ponto do mecanismo, ndo ha
unanimidade sobre a etapa de desacilagdo. Essa questdo ¢ discutida por Ribeiro et al., 2006
que, a partir de seus dados concluem que as reagdes constantes da regido destacada na Figura

15 sdo de fato essenciais para que a sintese do antibidtico ocorra.

Em outras palavras, para que o ntcleo [-lactdmico consiga competir
vantajosamente com as moléculas de agua presentes, muito mais abundantes, ¢ dessa forma
consiga fazer a enzima trabalhar como transferase e ndo hidrolase € necessario que este
nucleo (o 6-APA no caso da ampicilina) esteja previamente adsorvido na enzima, posicionado
de forma adequada para promover o ataque nucleofilico ao complexo acil-enzima. Em outras
palavras, o mecanismo completo indicado na Figura 15 deve ser considerado na modelagem
cinética e nao apenas um mecanismo simplificado, como o proposto por Youshko e Svedas,
2000, que ndo considera a regido demarcada na Figura 15 (adsor¢do do 6-APA a enzima

previamente a formagao do complexo acil-enzima).
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2.5 - FATORES QUE INFLUENCIAM NA SCC

Os principais fatores que afetam a sintese (pH, temperatura, for¢a idnica do
meio, além dos efeitos inibitorios dos substratos e produtos) interferem nas varidveis
representativas do processo como conversao de 6-APA, produtividade de antibidtico,

seletividade e rendimento de éster, assim como na solubilidade dos substratos e produtos.

2.5.1 - EFEITO DO pH

Na sintese cineticamente controlada de penicilinas semi-sintéticas os reagentes
e produtos sdo eletrolitos fracos. Ampicilina, amoxicilina, 6-APA, FG e pOH-FG sao
compostos que apresentam grupos amino ¢ carboxil (caracteristica aminodcida), portanto
quando em pH igual a seu ponto isoelétrico (plI) em solugdo aquosa se comportam
essencialmente como ions dipolares (zwitterions) (Hou e Poole, 1969). Dependendo do pH no
meio reacional, estes compostos podem se apresentar na forma neutra, carregados
positivamente ou negativamente.

A dissociagcdo dos componentes ¢ muito importante em sintese enzimatica pois
para que ocorra o ataque nucleofilico do 6-APA ao complexo acil-enzima, seu grupo amino
deve estar desprotonado, o que ocorre a pHs levemente acidos (Margolin et al, 1980). O pH ¢
uma variavel que influencia ndo so6 na atividade e dissociagdo da enzima, mas também na
dissociagdo, solubilidade e precipitagdo dos componentes da rea¢do (Youshko et al., 2000,
Diender et al., 2000).

Nota-se, ainda, que a atividade catalitica da enzima cai em pHs acidos, pois o

grupo amino da serina terminal precisa estar descarregado para poder promover o ataque
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nucleofilico a ligacao carboxilica (éster ou amida) do substrato. Dessa forma, quando o grupo
amino estiver protonado a enzima permanecera cataliticamente inativa (Lummer et al. 1999).

Sendo assim, o pH torna-se um dos fatores de maior influéncia na sintese de
penicilinas semi-sintéticas e, portanto estudado por varios autores (Spiess et al., 1999,
Gongalves, 2001a, Diender et al., 2000, Diender et al., 1998, Ospina et al., 1996a, Schréen et
al., 1999, Hou e Poole, 1969).

Estudos sobre o efeito do pH na sintese de ampicilina, catalisada por E. coli
imobilizada, a partir de EMFG e 6-APA, indicaram que em pH 7,0 a atividade de sintese da
enzima ¢ muito baixa quando comparada a sua atividade de hidrdlise tanto do éster quanto da
propria ampicilina. A diminui¢do do pH para 6,0 forneceu resultados bastante diferentes.
Nessa condicao a atividade de hidrolise do éster foi reduzida em 82% enquanto a reducdo na
hidrélise da ampicilina foi de 63%. A influéncia da diminuicdo do pH na sintese foi menos
significativa chegando a um decréscimo na velocidade de 53% (Ospina et al., 1996 a).

A Figura 16 apresenta o efeito do pH na relagdo sintese de ampicilina e a
hidrolise do éster (seletividade). A velocidade de sintese de ampicilina foi favorecida em pH
6,0 alcangando um valor 1,3 vezes maior que a velocidade de hidrélise do éster e 60% de
rendimento, porém com o aumento do pH esse valor foi decrescendo, chegando a apenas 0,25
vezes a pH 7,0 com rendimento de 50% (Ospina et al., 1996 a). Esse comportamento frente
ao pH também foi observado na sintese de amoxicilina a partir do éster metilico de p-
hidroxifenilglicina ¢ 6-APA com PGA imobilizada em gel de agarose. As velocidades de
sintese e hidrolise decresceram quando o pH diminui de 7,5 para 6,5 a 25°C, porém a
velocidade de hidrélise diminuiu mais rapidamente que a de sintese, favorecendo a

seletividade da reagdo (Gongalves et al., 2000).
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Figura 16 - Efeito do pH na relagdo sintese/hidrolise (seletividade). 6-APA - SOmM, EMFG - 150 mM, 25°C,
PGA - 3 Ul/ml. Dados Ospina et al., 1996a.

Ferreira 2004a, estudando a sintese de ampicilina, verificou que valores mais
altos de seletividade, rendimento e produtividade foram alcangados em pH 6,5. A adsorc¢ao de
6-APA no sitio ativo da enzima ¢ muito forte em pH 6,5 favorecendo a reacdo de sintese
frente a de hidrolise. Dados obtidos na simulagdo da sintese de amoxicilina a 25°C em
diferentes pHs (pH 6,5 e 7,5) mostram que o rendimento, seletividade e produtividade de
sintese sdo sempre maiores a pH 6,5 (Gongalves 2001a).

Youshko et al., 2002 propuseram uma nova abordagem para a otimizagdo da
sintese cineticamente controlada de ampicilina a partir de PGA livre de E.coli. Promovendo
um gradiente de pH em uma batelada, buscaram otimizar seletividade e rendimento de ambos
os substratos (6-APA e D-fenilglicina amida), incorporando um meio aquoso-precipitado
onde o antibiotico cristaliza. A grande dependéncia da solubilidade dos substratos e produtos
e da seletividade em relagao ao pH permitiu de modo empirico, que se chegasse a conversdes
de 71% do doador acil e 96% de 6-APA. Identificar um perfil 6timo de pH utilizando enzimas

imobilizadas pode ser uma tarefa dificil, contudo, deve-se considerar que o gradiente de pH



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA 37

no proprio biocatalisador pode alcangar entre 1 e 2,5 pontos abaixo do pH no seio do fluido
(SpiB et al., 2000).

Youshko et al., 2000 estudaram o efeito do pH na solubilidade dos substratos e
produtos envolvidos na sintese de ampicilina e concluiram que o efeito do pH ¢ devido,
principalmente, a diminui¢do da fracdo de moléculas na forma protonada. A partir disso,
concluiram também que a precipitagdo da fenilglicina ¢ inevitdvel quando se utilizam altas
concentragdes iniciais de substrato e que a precipitagdo de ampicilina ¢ efetiva apenas quando
o pH ¢ inferior a 7,5. Desta forma, valores de pH basicos retardam a precipitagdo de
ampicilina, contribuindo para sua hidrdlise e degradagdo. A escolha do pH do processo de
sintese, portanto, deve ser feita de maneira que o nucleéfilo tenha reatividade maxima e a
precipitagdo de ampicilina seja efetiva ndo havendo degradacdo significativa da mesma. Os
autores concluiram que para a sintese de ampicilina esta faixa de pH encontra-se entre 6 e 7.

Resumindo, definir o melhor pH ¢ claramente um problema de otimizacao:
diminuindo o pH melhora a adsor¢ao de 6-APA (efeito desejavel), porém também diminui o
numero de grupos o-aminos da serina B1 descarregados (efeito indesejavel). A pH 6,5, a taxa
de formacdo do complexo acil-enzima e o ataque nucleofilico pelo grupo amino do 6-APA
ainda ndo sdo seriamente prejudicados, resultando em uma maior seletividade.

Tendo em vista esses fatores, uma regido 6tima de pH, para SCC de ampicilina,
encontra-se entre pH 6,0 e 6,5. Nessa faixa de pH hd um compromisso entre a atividade
enzimdtica (relacionada diretamente a produtividade do antibidtico) e a seletividade

(relacionada a perda de substrato e produto devido as reagdes de hidrolise) (Ribeiro, 2007).
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2.5.2 - EFEITO DA TEMPERATURA

A velocidade de todas as reagdes moleculares aumenta com o aumento da
temperatura. Esse aumento da temperatura confere as moléculas, em estado liquido ou gasoso,
uma maior energia cinética, levando-as a colidirem com maior freqiiéncia. No entanto, a razdo
entre as velocidades de diferentes reacdes ndo necessariamente permanece constante com a
varia¢do da temperatura. A temperatura tem efeito também sobre as constantes de dissociacao
(pK) dos componentes, assim como sobre sua estabilidade e solubilidade. Por isso, no caso da
sintese de penicilinas semi-sintéticas, cujo rendimento ¢ controlado cineticamente, os efeitos
térmicos ndo sdo imediatamente previsiveis. Comparando-se as velocidades de hidrélise 1 e 2
com a velocidade de sintese em duas temperaturas, obviamente, todas velocidades diminuem
com a reducdo da temperatura, mas as velocidades de hidrolise sdo mais significativamente
afetadas na menor temperatura (Gongalves et al., 1998, Hernandez-Justiz, 1996)

Por um lado, a velocidade de reagdes catalisadas por enzimas aumenta com o
aumento da temperatura somente até certo ponto. Enzimas sdo moléculas protéicas complexas
com estrutura tercidria altamente ordenada através de interacdes entre grupos aminoacidos
especificos situados a longa distancia entre si dentro da seqiiéncia primaria, ¢ sua atividade
catalitica depende da integridade desta conformacdo nativa: a estrutura tercidria de uma
enzima se conserva por diferentes tipos de interagdes fracas. Em outras palavras, uma
molécula de enzima € uma estrutura fragil e o aumento de temperatura, acima de certo ponto,
pode levar a quebra dessas ligagdes, provocando sua desnaturagdo (Lehninger et al., 1995). A
imobilizacdo da enzima por ligagdes covalentes a suporte insoluvel, por outro lado, tende a
aumentar sua estabilidade térmica (Hernandez-Justiz, 1996).

Como a sintese cineticamente controlada de ampicilina ¢ um sistema reacional
complexo, série-paralelo, os efeitos térmicos ndo sdo imediatamente previsiveis.

Experimentos de sintese de ampicilina, realizados com PGA imobilizada em agarose,
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mostraram que o rendimento da reagdo, com relagdo ao 6-APA, foi favorecido quando
realizada a 4°C, porém seletividade e produtividade foram favorecidas com elevacido da
temperatura para 25°C (Ferreira et al., 2004b). Kaasgaard et al. (1996) estudaram a influéncia
da temperatura na sintese de ampicilina catalisada por PGA de E. coli a pH 6,4 e observaram
que o rendimento foi maior a 20°C (alcancado em 22 h). Obtiveram rendimento de 95% a
10°C, porém alcangado em 72 horas de reacio.

Estudos realizados a 4°C e pH 6,5 indicaram que, nessas condigdes, a hidrélise
do éster metilico de p-hidroxifenilglicina ¢ mais favorecida que hidrolise da amoxicilina.
Desta forma, o rendimento da sintese de amoxicilina foi mais favorecido nesta condigdo,
porém a seletividade e produtividade foram afetadas negativamente (Gongalves 2001a).

Hé4 um decréscimo do rendimento maximo de sintese com o aumento de
temperatura. Na sintese da ampicilina, a queda do rendimento nao ¢ linear com o aumento da
temperatura: ele se mantém com uma tendéncia decrescente suave até 20°C e a partir desse

ponto hd uma diminuigdo sensivel (Ferreira, 2004a).

2.5.3 - CONCENTRACAO DE SUBSTRATOS

A sintese de ampicilina realizada em concentragdes iniciais altas de substratos
(2100mM) alcanca rendimentos maiores do que as sinteses realizadas em concentragdes
iniciais de substrato bem abaixo das concentragdes de saturacdo. Porém, existem alguns
inconvenientes: devido a grande concentracdo do produto no meio reacional pode ocorrer
degradagdo da ampicilina em niveis inaceitaveis (Bruggink et al., 2001); a presenca de uma
alta concentracdo de EMFG (éster metilico de fenilglicina) aumenta a solubilidade do

antibiotico, dificultando sua separacdo do meio (Youshko et al., 2000). Para minimizar os
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efeitos de degradacdo do antibiotico, solugdes como filtragdo, cristalizacao e sinteses em pH
acido podem ser adotadas.

Ospina et al., 1996a, estudaram a influéncia da razdo 6-APA/Ester na sintese
de ampicilina catalisada pela PGA livre a 25°C e pH 6,0. Eles verificaram que a conversao de
6-APA em ampicilina foi favorecida quando a razdo 6-APA/Ester aumentou de 1:1 para 1:5.
Altas concentracdes de substrato também foram utilizadas para verificar o efeito na
produtividade. Os autores obtiveram um acréscimo na produtividade de 3,5 mg de ampicilina
UI'' (50 mM de 6-APA:150 mM de éster) para 17,45 mg de ampicilina UT"' (200 mM de 6-
APA:600 mM de éster).

Balasingham et al. (1972) observaram que altas concentragdes de
benzilpencilina inibiam atividade da penicilina amidase de E. coli 9637 e penicilina amidase
de E. coli 8743A. O acido fenilacético e o 6-APA, ambos produtos da reagdo de hidrolise,
atuavam como inibidores competitivo e ndo competitivo, respectivamente. Eles observam
também que havia inibicao devido o excesso de substrato (penicilina G).

Kato, 1980a, observou que a hidrdlise de éster metilico de fenilglicina,
catalisada por a-amino acido éster hidrolase de Xantomonas citri sofre inibi¢do dependendo
da concentracdo de 7-ADCA. A velocidade de hidrdlise do éster ¢ maxima na auséncia do
nicleo e vai diminuindo com a adi¢do de concentracdes crescentes de 7-ADCA. A medida
que a velocidade de hidrolise diminuia, o autor observou que a velocidade de transferéncia
acil foi aumentando até chegar a um maximo.

Kasche et al.,1984, observaram que 6-APA ¢ um inibidor do tipo misto e
fenilglicina ¢ um inibidor competitivo na velocidade de desaparecimento de éster metilico de
fenilglicina, catalisada por penicilina amidase de E. coli. Quando substratos maiores sdo
utilizados, tais como ampicilina e benzilpenicilina, 6-APA ¢ considerado um inibidor nao

competitivo.
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Boccu et al., 1991, estudaram a sintese enzimatica de ampicilina, usando
métodos estatisticos de otimizacdo, ¢ observaram que a razao entre as concentragdes de éster e
nucleo deve ser alta para a obtenc¢ao de alto rendimento de sintese.

Ospina, 1992, caracterizou um biocatalisador composto por penicilina amidase
imobilizada em resina epoxiacrilica. O autor observou que a reagdo de hidrdlise de
benzilpencilina, a pH 7,8 e 37°C, sofria inibicdo pelo substrato, inibicdo competitiva pelo
acido fenilacético e inibi¢do nao competitiva pelo 6-APA.

Blinkovsky e Markaryan, 1993, observaram que os produtos da hidrdlise
enzimatica da cefalexina (fenilglicina e 7-ADCA), catalisada pela enzima D-(-)- fenilglicina-
B-lactamida amidohidrolase de Xanthomonas sp., atuam como inibidores competitivo ¢ nao-
competitivo, respectivamente. Além disso, os autores concluiram que a concentracdo de éster
deve ser maior que a do nucleo. O aumento da razdo entre as concentragdes de nucleo e de
éster de 1:1 até 1:10 favoreceu o rendimento de sintese. Acima dessa propor¢@o o rendimento
voltou a diminuir.

Bryjak e Nowryta, 1993, estudaram a cinética de hidrolise de penicilina acilase
imobilizada em suporte acrilico. Os autores ndo observaram inibi¢do pelo substrato nem
inibi¢do ndo competitiva pelo 6-APA. Apenas o acido fenilacético comportou-se como
inibidor competitivo.

Maladkar, 1994, estudou a producdo enzimatica de cefalexina a partir de éster
metilico de fenilglicina e 7-ADCA usando PGA de E. coli imobilizada em matriz de celulose.
O autor observou que uma concentragdo de 25mM ou mais de 7-ADCA inibiu a reacdo
enquanto que PGME nao causou efeito inibitorio até 300mM. Quanto ao efeito inibitorio do
produto, observou que a taxa de conversdao ndo era afetada até uma concentracdo de 50mg/ml

de cefalexina.
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Pode-se observar que os resultados obtidos sobre os efeitos inibitorios nas
reagdes de sintese e hidrdlise sdo contraditorios. Contudo, parece haver consenso no que diz
respeito ao acido formado na reacdo de hidrdlise: ele ¢ um inibidor ndo competitivo.

Fernandez-Lafuente et al., 1995 observaram que 6-APA inibe a sintese de a-
hidroxipenicilina catalisada por penicilina G acilase de E. coli imobilizada em gel de agarose.
Segundo os autores, esta inibicdo pode ser causada por uma mudanga conformacional na
enzima promovida pela ligagao do ntcleo. Fernandez-Lafuente et al., 1996 observaram que a
utilizagdo de um excesso de doador de acil promoveu um aumento significativo no
rendimento de sintese cineticamente controlada de cefaloglicina utilizando penicilina amidase
de E. coli.

Segundo Youshko et al., 2000, a sintese de ampicilina, por acilagdo do nucleo
B-lactdmico em solucdo aquosa e catalisada por penicilina acilase, ¢ muito dependente da
concentragdo inicial dos substratos. Eles observaram que a solubilidade do 6-APA ¢
significativamente maior na presenca do doador de acil. Os autores compararam dois meios
de reacdo: um homogéneo e outro heterogéneo. O meio heterogéneo, contendo substrato em
solugdo e na forma nao dissolvida, foi mais favoravel para a sintese de ampicilina, alcangando
um rendimento de 93% contra 70% de rendimento em meio homogéneo. Os autores também
realizaram sintese de ampicilina com excesso de doador de acil, em relagdo ao 6-APA. Apesar
de um excesso 3,2 vezes superior da cadeia lateral sobre o 6-APA somente 75% de 6-APA e
25% da cadeia lateral foram convertidos em ampicilina. Quando a reagdo foi realizada sob as
mesmas condigdes com um excesso molar 6 vezes superior de doador acil, a conversao de 6-
APA alcangou 90%, mas somente 15% dessas moléculas foram convertidas em ampicilina,
sendo o excedente hidrolisado em FG.

Gongalves, 2001a, realizou ensaios de velocidade inicial de sintese de

amoxicilina na presenga de diferentes concentra¢des iniciais de 6-APA e éster a pH 6,5.
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Efeitos inibitorios foram observados para baixas concentragdes iniciais de éster e altas
concentragdes iniciais de 6-APA (maiores que 20mM). A velocidade de formacdo do
complexo acil-enzima foi maxima para altas concentragdes de éster e baixas concentragdes de
nucleo, indicando uma condicdo otima de operagdo para a sintese de amoxicilina. Foi
observado também que a medida que se aumentou a concentragdo de nucleo, diminuiu a
velocidade inicial de reacdo. Este fato indica que o excesso de nucleo inibiu a formagao do
complexo acil-enzima.

Ribeiro et. al., 2005, mapeou a seletividade da sintese enzimatica de ampicilina
para uma grande intervalo de concentracdes dos substratos. Seus resultados mostraram que
concentragdes crescentes de 6-APA conduzem a menores taxas de acilagdo, porém o efeito na
hidrolise do éster ¢ mais intenso que o efeito na sintese de ampicilina, melhorando desta
forma a seletividade global da reagdo. As condi¢cdes que conduziram a valores mais altos de
seletividade foram diferentes daquelas que levaram a maior produtividade. A seletividade
aumentou quando a relacdo 6-APA/PGME foi elevada. Porém, a produtividade aumentou
quando ambas as concentragdes dos substratos eram altas.

Ferreira et al., 2007, realizaram a sintese de ampicilina, catalisada por PGA-
agarose co-imobilizada em pectina, em reator com escoamento em vortices de Taylor,
operando em batelada alimentada, com a adigdo de EMFG (concentragdo inicial 60mM) e
uma alta concentragdo inicial de 6-APA (300mM), a 25 °C e pH 6,5. A produtividade e
seletividade da reacdo aumentaram quando comparadas com a reagdo realizada nas mesmas
condi¢des de temperatura e pH, porém com menor razdo éster/6-APA (25/300) sendo

alimentados os dois substratos.
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2.5.4 - FORCA IONICA

Na sintese de antibidticos B-lactdmicos ocorrem diversas reacdes entre ions de
cargas diferentes que podem ser influenciadas pela forca idnica do meio reacional. Nesse tipo
de reacgdo, as constantes de dissocia¢do ¢ o rendimento devem diminuir com o aumento da
forca i0nica.

O efeito positivo do pH sobre a seletividade, por sua vez, indica que a interagdo
i06nica enzima-nucleo (6-APA) € ponto crucial na sintese cineticamente controlada. Como na
faixa de pH utilizada o grupo acil do 6-APA estd dissociado, o aumento da forga i0Onica ird
dificultar a adsorcdo dessa molécula na enzima, comprometendo assim a reacdo de sintese.
Por outro lado, o papel catalitico do grupo amino da serina terminal (vide Figura 5), como ja
discutido anteriormente, ¢ deslocar o hidrogénio da hidroxila, permitindo a formacdo do
grupo acil-enzima — provavelmente com intermedia¢do de uma molécula de agua. Maior forga
i6nica do meio pode, também, alterar esse mecanismo catalitico. Desta forma, ¢ esperado que
o aumento da forca idnica cause uma diminuicdo das atividades hidrolase e transferase da
enzima, mas com maior efeito sobre a segunda, diminuindo a seletividade. Com efeito, os
dados da literatura indicam ser essa a tendéncia observada.

Kato et al., 1980a, estudaram a sintese de amoxicilina, catalisada por a-amino
acido éster hidrolase de Xanthomonas citri, a partir de 6-APA e éster metilico de p-
hidroxifenilglicina e observaram que tanto a velocidade de reagdo quanto o rendimento de
sintese aumentaram quando tampao fosfato ndo foi adicionado no meio reacional.

Fernandez-Lafuente, 1992, estudou o efeito da presenca de sulfato de aménio
na sintese de a-hidroxipenicilina catalisada por enzima imobilizada e a partir dos resultados

obtidos concluiu que ndo ¢ conveniente utilizar altas concentra¢des de sulfato de amonio em
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sintese cineticamente controlada de antibioticos, € que a forca id6nica diminuiu também a
estereoespecificidade do derivado imobilizado.

Kim e Lee, 1996a, observaram que a velocidade de sintese de ampicilina,
catalisada por penicilina acilase de E. coli, sofre influéncia direta da forga ionica da solugio.
Eles observaram que o aumento da forg¢a idnica provoca uma diminui¢do da velocidade de
reacao.

Ferreira, 2004 a, estudou a sintese de ampicilina, catalisada por penicilina G
acilase de E. coli imobilizada em gel de agarose, e concluiu que uma concentra¢do de tampao
fosfato no meio reacional na faixa 0-50 mM nao foi capaz de influenciar significativamente
no rendimento e seletividade da reagdo. Por outro lado, a produtividade foi influenciada, ou
seja, uma redugdo na concentracdo de tampao melhora a produtividade da reagao.

Diante dos estudos realizados por diferentes pesquisadores conclui-se que
reacdo de sintese de antibidtico € inibida por altas concentragdes de tampao. Existe uma
interagdo eletrostatica especifica entre o sitio ativo da enzima e compostos ionicos sendo o
sitio catalitico da penicilina acilase carregado negativamente. Portanto, o uso de ions que nao
estdo diretamente relacionados a sintese deve ser minimizado quando reagdes entre ions de
cargas opostas estdo envolvidas (Van der Wielen et al., 1997 e Hernandez-Justiz, 1996).

O controle de pH, em escala industrial, é geralmente feito pela adicdo de
hidroxido de s6dio ou amoénio. Se esse controle for feito em combinagdo com um tampao
(normalmente fosfato de potéssio), o aumento da forca idnica do meio reacional pode inibir a
sintese. Além disso, os subseqiientes processos de purificagdo, baseados no deslocamento do

pH, podem ser dificultados por esse efeito tampao.
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2.5.5 - SOLVENTES ORGANICOS

Na sintese termodinamicamente controlada de antibidticos semi-sintéticos a
utilizacdo de solventes organicos polar proticos em sistemas monofasicos ¢ imprescindivel
pois estes solventes atuam aumentando a solubilidade dos substratos, deslocando o equilibrio
termodinamico no sentido da sintese (por redu¢do da atividade da agua), alterando os valores
das constantes de  dissociagdo (pKs) dos reagentes e controlando a
especificidade/enantioseletividade das enzimas (Kim e Lee, 1996b).

Por exemplo, baixo rendimento de sintese em agua ¢ obtido na condensacio
direta de um nucleo antibidtico e um doador de acil ndo ativado (termodinamicamente
controlada, portanto), pois a hidrélise do antibidtico € favorecida. Para deslocar o equilibrio
na dire¢do da sintese, deve-se mudar o pH — mas entdo cai-se fora da regido de atividade da
enzima — ou adicionar altas concentragdes de solventes organicos (Diender et al., 1998).

Na sintese cineticamente controlada de antibidticos semi-sintéticos a utilizagao
de solventes orgénicos ndo ¢ estritamente necessaria. Nessa rota de sintese, os solventes
organicos afetam diretamente as caracteristicas das enzimas e estes efeitos podem ser
drésticos, uma vez que a atividade catalitica da enzima esta diretamente ligada a sua estrutura
terciaria. Portanto, pequenas mudangas conformacionais nessa estrutura podem causar
distor¢des no sitio ativo da enzima promovendo grandes variagdes nas suas propriedades
cataliticas (Fernandez-Lafuente et al., 1998).

Kato et al., 1980, verificaram que a adi¢cdo de 2-butanol na sintese de
amoxicilina, catalisada por a-amino acido éster hidrolase de Xanthomonas citri, promoveu
aumento da conversdo de 6-APA. Eles observaram que a adi¢do deste alcool influenciou

significantemente apenas na rea¢do de hidrolise do éster.
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Kasche, 1985, observou que o rendimento de sintese de ampicilina aumentou
com a adicdo de etanol ou metanol, porém a velocidade de hidrdlise foi drasticamente
reduzida. Este efeito mostra que solventes organicos influenciam na estrutura do sitio ativo da
enzima.

Pessina et al., 1988, estudaram o uso de solventes organicos com o objetivo de
aumentar o rendimento de sintese de algumas ligagcdes amida. Os autores observaram que a
adi¢ao de 25% metanol ou dimetilformamida levou a um aumento de 5% no rendimento de
sintese.

Fernandez-Lafuente et al., 1995 estudaram o efeito do metanol na sintese de o-
hidroxipenicilina catalisada por penicilina G acilase de Escherichia coli imobilizada em
agarose. Os autores observaram que esse solvente causou um decréscimo na atividade da
enzima devido, provavelmente, a mudangas conformacionais na sua estrutura.

Ospina et al., 1996b, testaram diferentes solventes como sorbitol, acetonitrila,
acetona, dimetilformamida e dimetilsulfoxido na sintese de ampicilina e observaram que o
sorbitol ndo causou nenhum efeito na taxa de reagdo enquanto que os outros solventes
testados causaram desativacao da enzima.

Kim e Lee, 1996a, verificaram que na sintese de ampicilina catalisada por
penicilina acilase de Escherichia coli imobilizada em Eupergit C a 20°C ¢ pH 6,2 em misturas
contendo 4dgua e metanol, a adi¢do de metanol duplicou o rendimento de sintese quando 40%
(v/v) de metanol foi utilizado. Eles também verificaram a estabilidade da enzima e
observaram que nessas condigdes, a perda de atividade era insignificante.

Fernandez-Lafuente et al., 1998, verificaram que a presenca de 20% metanol
na sintese de a-hidroxipenicilina catalisada pela PGA-agarose, a partir do acido 6-amino
penicilanico e éster d-metil mandelato, promoveu uma diminui¢ao significante na atividade

esterase enquanto a atividade de sintese foi razoavelmente preservada. Isto gerou um aumento
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significante na razao sintese/hidrolise. Dessa forma, a razdo maxima foi aumentada de 4 para
6 sem afetar aparentemente a adsor¢do do 6-APA no centro ativo da enzima. Eles também
observaram que a adi¢do de metanol promoveu um aumento na razao sintese/hidrolise para
todos os valores de pH estudados. Na realidade, considerando que o pH controla a adsor¢ao
do nucleoéfilo no sitio ativo da enzima, metanol pode aumentar a razao sintese/hidrolise.

Fernandez-Lafuente et al., 1998 observaram que na sintese de antibidticos
como ampicilina, cefalexina e cefaloglicina a adi¢do de metanol promoveu uma diminui¢ao
significativa na razdo sintese/hidrolise. Os autores concluiram que o efeito do metanol
depende da natureza do doador de acil, da enzima e das condi¢des de reagao.

Ferreira, 2004a, verificou que a adi¢gdo de uma concentracao de 500 mM de
metanol na reag¢do de sintese de ampicilina para a concentragdo maxima de 50 mM de ambos
os substratos ndo favoreceu significantemente o rendimento e produtividade da reagdo e

provocou apenas uma sutil melhora na seletividade.

2.6 - CONSTANTES DE DISSOCIACAO E SOLUBILIDADE DOS COMPOSTOS

Na sintese cineticamente controlada de ampicilina, o rendimento pode ser
aumentado através da separacao da ampicilina formada do meio aquoso reacional, através de
sua precipitagdo/cristalizacdo. Contudo, as trés reagdes envolvidas (sintese e hidrdlise do
antibiotico e hidrdlise do doador acil) dependem de forma diferente do pH, temperatura e
concentragdo de reagentes e produtos, sendo o rendimento maximo dependente das
condi¢cdes em que se realiza a reacdo. Cada componente diferente presente no meio
(fenilglicina, acido 6-aminopenicilanico, doador acil e o dlcool formado) também influencia
na solubilidade da ampicilina em agua. Sendo assim, tanto a ampicilina como a fenilglicina

apresentam caracteristicas aminodacidas, ou seja, apresentam grupos amino e acido na sua
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estrutura. No caso especifico de separagao da ampicilina a partir da mistura de cristais de
ampicilina e fenilglicina, obtida via sintese enzimatica cineticamente controlada, ¢ de
fundamental importancia o conhecimento dos valores de pKs e pls de ambos compostos,
pois sabe-se que tanto a ampicilina como a fenilglicina apresentardo suas menores

solubilidades nos valores de pH dos seus pontos isoelétricos.

A Tabela 3 apresenta as constantes de dissociagdo obtidas experimentalmente

por vérios autores em solu¢do aquosa a 25°C.

Tabela 3 — Constantes de dissociacdo em agua pura a 25°C [pK = -log(K)].

FONTE FG 6-APA AMP EMFG EEFG
pK1 | pK2 | pK1 |pK2 |pK1 |pK2 pK1 pK1
1 - - 2,50 4,90 - - 6,89 -
2 - - 2,60 5,40 - - - -
3 2,20 9,30 - 4,60 - - 7,00 -
4 1,96 9,02 2,47 4,93 2,66 7,24 6,89 -
5 2,01 8,86 2,50 4,87 2,79 7,15 6,92 7,05

Fonte: 'Diender et al. (1998a); “Rudolph et al. (1999); *Fernandez-Lafuente (1996); *Vieira (2003); *Santana,
2007.

Aliado a este aspecto, o pH tem especial importancia quanto a sua influéncia na
variacdo da solubilidade dos compostos, € a precipitagdo no ponto isoelétrico pode ser
considerada uma estratégia interessante para purificagdo de ampicilina produzida
enzimaticamente.

Vieira, 2003, verificou o comportamento da solubilidade do 6-APA, EMFG,
ampicilina e FG frente ao pH. O autor concluiu que as solubilidades dos substratos, 6-APA e

EMFG, frente ao pH apresentam diferentes comportamentos. A solubilidade do 6-APA
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aumentou de 0,45 M em pH 5,5 para 1,9 M em pH 7,5 enquanto que a solubilidade do EMFG

caiu de 2,3 M em pH 5,5

significativo com a varia¢ao de pH (19 mM em pH 5,5 e 50 mM em pH 7,5) enquanto que a
solubilidade da FG sofreu apenas um leve aumento (22 mM em pH 5,5 ¢ 27 mM em pH 7,5).

As Figuras 17 e 18 apresentam os resultados obtidos pelo autor, para os compostos puros

dissolvidos em dgua a 25°C.

para 0,75 M. A solubilidade da ampicilina sofreu aumento
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Figura 17 — Solubilidade da ampicilina e fenilglicina em agua a 25°C em fun¢ao do pH (Vieira, 2003).
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Figura 18 — Solubilidade do 6

-APA e EMFG em 4gua pura a 25°C em funcdo do pH (Vieira, 2003).
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Santana, 2007, verificou que a solubilidade da fenilglicina se mostra pouco
dependente do pH e da temperatura. A solubilidade do 6-APA aumentou substancialmente
acima de pH 6,5 a 24,88°C. A solubilidade da ampicilina esta coerente com o apresentado
por Vieira, 2003. Os autores verificaram um aumento significativo na solubilidade da
ampicilina, com o aumento do pH a 24,88°C.

Youshko et al., 2000, estudando a solubilidade da ampicilina, 6-APA,
fenilglicina, éster metilico de fenilglicina e amida de fenilglicina, observaram que a
solubilidade do 6-APA aumenta muito a pH maiores que 6,5. Em valores de pH acima de 6,5,
a eficiéncia de transferéncia do grupo acil para o nucledfilo deve ser melhor, porém condigdes
basicas de pH retardam a precipitacio da ampicilina cuja solubilidade aumenta com o
aumento do pH. Também se deve levar em conta que pHs basicos favorecem a degradagao do
anel P-lactdmico. Como a solubilidade dos reagentes pode ser diferente em misturas
complexas, os autores mediram a influéncia de altas concentracdes do doador de acil na
solubilidade do 6-APA, fenilglicina e ampicilina e observaram que tanto a solubilidade da
ampicilina quanto a do 6-APA aumentaram com o aumento da concentracdo do doador acil.
Esse comportamento ndo foi verificado para a fenilglicina cuja solubilidade ndo se mostrou

dependente do pH nem da concentragdo do doador acil.

2.7 - CRISTALIZACAO DA AMPICILINA NO INTERIOR DO REATOR (REATOR
INTEGRADO)

Um modo para reduzir a hidrélise da ampicilina ¢é transferir o antibidtico para a
fase solida. Isso pode ser alcancado operando a sintese em um pH onde solubilidade da
ampicilina seja baixa, de forma que todo o antibidtico sintetizado, além do limite saturagao,

cristalize, ndo podendo mais ser atacado pela enzima. A cristaliza¢do do antibidtico no reator
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¢ essencial para aumentar a seletividade do processo (Diender et al., 1998; Kaasgaard e
Veitland, 1996).

A sintese de ampicilina catalisada por enzima imobilizada, com cristalizacao
dos produtos, realizada em reator com escoamento em vortices de Taylor, foi patenteada por
Giordano et al., 2005 e Giordano et al., 2003. Ferreira et al., 2007, realizaram ensaios de
sintese nesse reator variando o pH e temperatura e usando diferentes estratégias de
alimentacdo dos substratos. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4. Os autores
concluiram que o reator em vortices mostrou-se satisfatorio, melhorando tanto a seletividade

quanto a produtividade da reagdo.

Tabela 4 — Desempenho do reator em vortices na sintese enzimatica de ampicilina nas diferentes condigdes

operacionais.

pH 6,5 pH 7,5
Condicao de maxima Condicao de maxima
produtividade (5h): produtividade (3,5h):
To20c  P=383x10°mM/Ulmin [P=3,90 x 107 mM/Ul/min
EMFG/6-APA, = Ph—250 e
25/300 = 0.08" Condicao de maxima Condic¢ao de maxima
’ concentracdo de AMP (10h): |concentracao de AMP (7,5h):
Batelada P =331 x10° mM/Ul/min [P = 2,87 x 10” mM/Ul/min
. S/H = 3,56 S/H=3.21
alimentada: — — — —
EMFG Condlgag de méaxima Condlgag de méaxima
produtividade (3,5h): produtividade (2,5h):
To2sc  P=633x10°mM/Ulmin |P=5,60 x 107 mM/Ul/min
EMFG/6-APA, = D0 482____ PH-232
60/300 = 0.20 Condicao de maxima Condicao de maxima
’ concentracdo de AMP (8h): concentracdo de AMP (4h):
P =4,12 x 10° mM/Ul/min [P = 3,76 x 10° mM/Ul/min
S/H = 3,50 S/H = 1,48
Condicdo de maxima Condi¢do de méxima
produtividade (4h): produtividade (2,5h):
Batelada T = 25°C P =6,63 x 10° mM/Ul/min P = 5,60 x 10° mM/Ul/min
alimentada: (EMFG/6-APA), S/H = 3:69 _ S/H = 2:32 _
EMFG e — 25/300 = 0.08" Condi¢do de maxima Condi¢do de méxima
6-APA ’ concentracdo de AMP (7h): concentracdo de AMP (2,5h):
P =523 x 10> mM/Ul/min [P = 3,17 x 10° mM/Ul/min
S/H=1,75 S/H = 0,93

?Condi¢des em t= Oh. Ferreira et al., 2007.
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2.8 - SEPARACAO DA AMPICILINA DO MEIO REACIONAL

Um grande niumero de processos de separacdo pode ser usado em sistemas
biotecnoldgicos, dos quais filtragdo, centrifugacdo, extragdo, adsor¢do, cromatografia,
precipitacdo, eletroforese, cristalizacdo e filtragdo com membranas sdo os mais importantes.
(Belter et al., 1988)

Em um procedimento tipico, onde excesso de substrato (6-APA e doador acil -
éster ou amida) ¢ utilizado, os cristais de ampicilina ¢ FG obtidos podem ser novamente
dissolvidos em pH basico. Posteriormente, a ampicilina pura é obtida reduzindo o pH dessa

solugdo até o seu ponto isoelétrico (Bruggink et al., 1998).
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3.1 - MATERIAIS E METODOS

3.1.1-

©
©

MATERIAIS E REAGENTES

Membranas de didlise (Fundagao Sardi) com corte de 14000 Da e didmetro de 35 mm;
Tartarato de sddio potassico, sulfato de cobre, fenol Folin-Ciocalteau e Azul Brilhante

de Coomassie G 250 da BioRad;

% Suporte: Agarose 6BCL produzida por Hispanagar S. A. (Espanha);

& Suporte: Particulas compostas de Agar (Vetec) 3%/Agarose (Across) ME 6% ((m/m))

com diametro médio de 1,3 mm;
Suporte: Particulas compostas de Agarose (ACROSS) ME 10% ((m/m)) com didmetro

médio de 1,4 mm;

& Alginato de sodio (Vetec — Sdo Paulo);

& & & &

Caldo fermentativo - penicilina G acilase de Escherichia coli recombinante [EC
3.5.1.11] doada por Antibioticos S/A (Espanha);

Enzima penicilina G acilase comercial, Recordatti, Italia, doada pela empresa
PRODOTTI Laboratorios Farmacéuticos;

Hidréxido de sodio, acido acético, borohidreto de sddio, periodato de sddio, iodeto de
potéssio, bicarbonato de sodio, fostato de sddio e acido fenilacético todos de grau
analitico e diferentes marcas comerciais;

Glicidol (2,3-epoxi-1-propanol) e epicloridrina (1-cloro-2,3-ep6xido) adquiridos junto
a Sigma;

Acido 6-nitro-3-fenilacetamido benzdico (NIPAB) da Sigma;

p-dimetilamino benzaldeido (PDAB) da Mallinckrodt;

Metanol da Qhemis;

Penicilina G doada pela PRODOTTI Laboratérios Farmacéuticos;
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©
©

©
©
©
©

©

3.1.2-

©

©
©
©
©
©
©
©

Ester metilico de fenilglicina (EMFG) da Aldrich;

Ester etilico sintetizado (97%) e éster isopropilico sintetizado (97%). Os espectros de
massa, infravermelho (IV) ¢ RMN-'H sdo apresentados no Apéndice A (Batigalhia et
al., 2007);

Acido 6-aminopenicilanico (6-APA) da Fluka;

Ampicilina Trihidratada da Sigma;

D(-)-Fenilglicina da Aldrich;

Acetonitrila da J.T. Baker (grau HPLC), dodecil sulfato de s6dio da Mallinckrodt,
fosfato de potassio monobasico da Synth, acido fosforico da Qhemis, Isopropanol da
J.T. Bake (grau HPLC), 4gua mili-Q;

Vaselina liquida da Tec Lab.

EQUIPAMENTOS

Agitador mecanico marca Nova Etica modelo M 110-VER-4K3;

Agitador magnético com aquecimento marca Fisatom modelo 752 A;

Balanca analitica marca Quimis modelo Q-500L210C;

Banho termostatizado marca Neslab modelo R134A;

Bomba de vacuo marca Solab;

Centrifuga marca Ependorf modelo SB10R;

Coluna C18, 110A, 5um,150 x 4,6mm, marca Phenomenex;

Espectrofofometro UV-Vis marca PHARMACIA BIOTECH modelo ULTROSPEC

2000;
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& HPLC - Cromatdgrafo liquido de alto desempenho marca Shimadzu, com bomba LC -
6AD, injetor automatico Sil - 10AF, detector UV-Vis SPD - 410Avp e controlador
SCL — 10Avp. Software Class-vp Shimadzu;

% Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) - Philips X 30 FEG;

Contador de particulas Galai Macro Viewer com software de visualizagcdo Image - Pro

Plus da Media Cybernetics;

Sistema de ultrafiltragio AMICON ULTRA da Millipore com NMWL de 50 kDa

pHmetro marca Orion modelo 420 A;

pH-stat marca METROHM modelo 718 STAT Titrino;

Reator de vidro encamisado;

Agitador rotativo marca Marconi modelo MA830;

F& & & & F €

Ultrasom marca Maxiclean modelo 1450.

3.2 - METODOS

3.2.1 - PRE-TRATAMENTO DAS MEMBRANAS DE DIALISE

O pré-tratamento das membranas de dialise foi realizado para a eliminagao de
metais pesados.

Primeiro deve-se lavar a membrana com detergente e agua. Apo0s retirar todo o
detergente ferver por 15 minutos. Em seguida deixar em etanol 50% (2 a 5 L) por 2 horas
trocando a solu¢do de etanol a cada hora. Transcorridas as duas horas, transferir as
membranas para uma solugdo de bicarbonato de s6dio 10 mM e EDTA 1 mM e deixé-las
nessa solucdo também por 2 horas com troca da solu¢do a cada hora. Em seguida deixar as
membranas em dgua Milli-Q por 2 horas com troca da 4gua a cada hora. Lavar com tampao
fosfato 5 mM pH 8 (solugdo de didlise). Uma vez iniciado o tratamento descrito, nunca deixe

as membranas de didlise secar porque elas rompem.
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3.2.2 - DIALISE DO CALDO FERMENTATIVO PARA PRE-CONCENTRACAO DA

ENZIMA PGA

A etapa de pré-concentracdo do caldo fermentativo, necessaria quando se
trabalha com meios fermentativos contendo altas concentracdes de substratos, seguiu duas
metodologias para se verificar a influéncia das etapas de didlise e centrifugacdo na eliminacao
de impurezas e preservantes presentes no caldo. A didlise permite a retirada de solutos de
baixo peso molecular e a retencdo de moléculas protéicas enquanto que a centrifugacao
permite a retirada de peptideos.

Na primeira metodologia o caldo contendo a solugdo de enzima foi colocado
em trés membranas de didlise. Em seguida, cada membrana foi colocada em um béquer
contendo tampao fosfato 5 mM pH 8 (solucdo de didlise) e mantida em camara fria. Apos 6
horas de dialise uma membrana foi retirada e a solucdo de dialise das outras duas trocadas.
Completadas 20 horas outra membrana foi retirada e a solugdo de dialise da terceira trocada.
A 1ltima membrana foi retirada com 32 horas de dialise. As trés solucdes dialisadas foram
centrifugadas por 30 minutos a 4°C e 11000 xg.

Na segunda metodologia o caldo contendo a solugdo de enzima foi primeiro
centrifugado por 30 minutos a 4°C e 11000 xg e em seguida foi realizada a didlise do
sobrenadante obtido na centrifugacdo em camara fria por 32 horas. A solugdo de diélise foi
trocada duas vezes (6 horas e 20 horas).

Transcorridas as 32 horas, para as duas metodologias, a atividade da enzima foi
medida pelo método NIPAB (Kutzbach e Rauenbusch, 1974) e andlises de proteinas foram

realizadas através dos métodos de Bradford e Lowry (Bradford, 1976; Hartree, 1972).
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3.2.3 - METODOS PARA DETERMINACAO DE PROTEINAS

3.2.3.1 - METODO DE LOWRY

As amostras de proteinas foram avaliadas quantitativamente segundo o método
de Hartree, modificado de Lowry, que dosa aminoacidos e peptideos (Hartree, 1972).
Inicialmente foi preparada a solugdo A composta de: 50 mL de bicarbonato de s6dio 2% em
hidroxido de sédio 0,1 M; 0,5 mL de sulfato de cobre 1% e 0,5 mL de tartarato de sodio
potéassico. Em tubos de ensaios foi adicionado 1 mL de cada amostra e em seguida foram
adicionados 5 mL da solucdo A. Os tubos foram agitados em vortice e deixados em repouso
por 15 minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, foram adicionados 0,5 mL da
solugdo B em cada tubo de ensaio. A solucdo B foi preparada por dilui¢do do reagente fenol
Folin-Ciocalteau em agua em uma propor¢ao de 1:2. Os tubos foram novamente agitados e
ap6s 30 minutos de repouso cada amostra foi analisada em espectrofotdometro em
comprimento de onda de 660 nm. Esse método utiliza como curva padrdo a soro albumina

bovina.

3.2.3.2 - METODO DE BRADFORD

Bradforf (1976) descreveu um método para dosagem de peptideos com peso
molecular acima de 5000 Da. Aminodcidos livres e pequenos peptidoes ndo reagem nesse
método. O reagente de Bradford consiste em adicionar 100 mg de Azul Brilhante de
Coomassie G-250 em 50 mL de etanol 95% e 100 mL de 4cido fosforico 85% e completar o
volume para 1 L com 4gua destilada (Bradford, 1976). Essa mistura foi filtrada a vacuo com
papel de filtro até ser analisada em espectofotrometro a 595 nm e obter uma absorbancia entre

0,6-0,7.
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O procedimento para a andlise das amostras de enzima foi realizado
adicionando 5 mL do reagente de Bradford a 100 pL de cada amostra convenientemente
diluida em 4gua mili-Q. A mistura foi agitada em vortice e mantida em repouso por 5
minutos. A absorbancia das amostras foi lida em comprimento de onda de 595 nm e em
seguida a concentracdo de proteinas em cada amostra foi obtida utilizando curva de calibragdo

do padrao soro albumina bovina (BSA) valida em uma faixa de concentrag¢do de 0 a 0,6 g.L-1.

3.2.4 - ATIVIDADE ENZIMATICA - METODO NIPAB

A atividade enzimatica das amostras de caldo de cultura dialisadas e
centrifugadas foram medidas através da andlise colorimétrica (405 nm) do 4cido p-nitro-
anilino benzoico liberado durante a hidrolise de 66 mg/L do 4cido 6-nitro-3-fenilacetamido
benzoico (NIPAB), em 50 mM de tampao fosfato pH 7,5 a 25°C (Kutzbach e Rauenbusch,
1974). Segundo o método define-se unidade de atividade enzimdtica como a quantidade de
enzima capaz de hidrolisar 1 umol do substrato por minuto a 25°C. O valor da atividade foi

calculado a partir da equagdo 1.

Aly . XV
. min Total - Eq. 1
Atividade= xDiluigdo= U/mL

9,09% V,

nzima

3.2.5- OBTENCAO DAS PARTICULAS DE AGAR 3%-AGAROSE ME 6% (M/M) E

AGAROSE ME 10% (M/M)

As particulas de agar 3%-agarose ME 6% (m/m) e agarose ME 10% (m/m)
foram preparadas gotejando em vaselina liquida mantida a temperatura ambiente e com
agitacdo mecanica, uma solu¢do aquosa aquecida a 100°C, contendo agar 3% - agarose ME

6% (m/m) ou agarose ME 10% (m/m). As particulas eram formadas instantaneamente,
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quando a solucdo entrava em contato com a vaselina. Ao término do gotejamento, as
particulas foram peneiradas e lavadas abundantemente com dgua destilada para a completa
remocdo da vaselina. Em seguida foram caracterizadas quanto ao didmetro médio e

armazenadas em agua destilada para posterior imobiliza¢ao da PGA.

3.2.6 - ATIVACAO DOS SUPORTES COM GLICIDOL - OBTENCAO DO GEL

GLICERIL-AGAROSE

A ativacdo consistiu na eterificacdo dos suportes com glicidol (2,3-epoxi-1-
propanol) na presenca de NaOH e NaBH4 (Guiséan, 1988).

Inicialmente, os suportes foram lavados abundantemente com agua destilada e,
em seguida, filtrados a vacuo. Depois de filtrados, os suportes foram pesados e o
procedimento de ativagdo foi realizado seguindo protocolo ja estabelecido (Guisan, 1988).

Para cada 20 g de agarose filtrada foi adicionado 5,71 mL de dgua destilada.
Posteriormente, foram adicionados, sob agitacdo mecanica e em banho de gelo, 9,52 mL de
solugdo de NaOH 1,7 M contendo 271,4 mg de NaBH,4 e por ultimo 6,86 mL de glicidol,
adicionados lentamente para garantir que a temperatura ndo ultrapassasse 20 °C. Essa mistura
reacional foi mantida sob agitagdo mecanica por 18 horas a temperatura ambiente. Com o
término do periodo de ativagdo, o gel foi lavado abundantemente com agua destilada e mili-Q
para garantir que o pH do filtrado (agarose) estivesse neutro.

Para as particulas de agar 3%-agarose ME 6% (m/m) e agarose ME 10% (m/m)
a etapa de entrecruzamento se fez necessaria para que essas particulas adquirissem resisténcia
mecanica. Nesse caso, em banho de gelo e utilizando agitagdo mecanica, para cada 20 g de
suporte, foram adicionados 200 mL de solucdo de NaOH 2M contendo 1,2 g de NaBH4 e por

ultimo 20 mL de epicloridrina. Essa mistura reacional foi mantida sob agitagdo mecanica por
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24 h a temperatura ambiente. Apds esse periodo as particulas foram lavadas abundantemente
com a agua destilada e mili-Q e a etapa de ativagdo iniciada, seguindo o protocolo ja descrito

e por um periodo de 24 horas.

3.2.7 - OXIDACAO DOS SUPORTES - OBTENCAO DO GEL GLIOXIL-AGAROSE

O gel de agarose, previamente ativado, foi suspenso em agua destilada na
propor¢do de 1:10 (Vgel/Viotal da suspensio)- A massa de periodato de sddio necessaria para
oxidacdo maxima do gel foi calculada de acordo com a equacdo 2. Para o gel de agarose
6BCL foram oferecidos 120 umoles de aldeido/mL de gel enquanto que para as particulas de
agar 3%-agarose ME 6% (m/m) e agarose ME 10% (m/m) foram oferecidos 250pumoles de
aldeido/mL de gel.

(j,tmoles aldeido/mL gel) x Volumede gel x MM
1x10°

Massa de NalO, = Eq.2

As reagdes de oxidacdo, tando do gel de agarose 6BCL quantos das particulas
de agar 3%-agarose ME 6% (m/m) e agarose ME 10% (m/m), ocorreram por 2 horas, sob
agitacdo mecanica. Em seguida, os suportes foram abundantemente lavados com agua
destilada e mili-Q para garantir que o pH do filtrado (agarose) estivesse neutro e

posteriormente filtrados a vacuo para a etapa de imobilizagao.

3.2.8 - QUANTIFICACAO DOS GRUPOS ALDEIDO DOS SUPORTES

A quantificacio do numero de grupos aldeido presentes na superficie do
suporte foi realizada através da medida do periodato de s6dio ndo consumido (sobrenadante)

na etapa de oxidagdo dos grupos gliceril (Guisan, 1988). Esse método baseia-se na reagdo do
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periodato (I04) ndo consumido com iodeto (I') em excesso para garantir que iodo na forma de
fon tri-iodeto (I") seja formado (Eq. 3), pois iodo na forma I, é muito volatil. O iodo na forma

do ion tri-iodeto (I*") foi posteriormente quantificado por colorimetria.

10, +71 +8H,0" 08I +12H,0 Eq. 3

Foi preparado anteriormente um volume maior de solugdo de periodato de
sodio para que uma aliquota fosse retirada e servisse de referéncia da reagdo. Inicialmente,
100 pL da solugdo de referéncia e 3 mL de uma mistura 1:1 de iodeto de potassio 10% m/v e
bicarbonato de sodio saturado (solucdo 1) foram adicionados a uma cubeta e um comprimento
de onda que tivesse como resposta absorbancia em torno de 0,8 foi fixado. Em tempos
determinados, aliquotas foram retiradas do sobrenadante e estas reagiram com a solugdo 1
para mensurar o consumo de periodato. A presenca de bicarbonato de sodio foi necessaria

para que a oxidac¢ao do iodeto fosse desprezada.

3.2.9 - IMOBILIZACAO DA PGA

Inicialmente foi preparada uma solugdo de &cido fenilacético 100 mM em
tampao bicarbonato 100 mM, pH 10,05 aproximadamente. O 4&cido foi adicionado e o pH
dessa solugdo controlado em 10,05. O 4cido fenilacético, durante o periodo de imobilizacao,
atua como inibidor protegendo o sitio ativo da enzima contra alteracdes em sua estrutura e
preservando sua atividade catalitica. A enzima, previamente centrifugada, foi adicionada a
essa solucdao e o pH novamente ajustado para 10,05 com hidroxido de sodio. A essa solugdo
foi adicionado o suporte (agarose 6BCL ou particulas agarose ME 10% (m/m)) em uma razao

de 1:10 (Volume de suporte : Volume total de solugdo). O tempo de reagdo foi de 3 horas
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para a agarose 6BCL e de 24 horas para as particulas de agarose ME 10% (m/m) em
temperatura ambiente. Ao término desse periodo a reagdo foi finalizada com adi¢do do agente
redutor suave (borohidreto de so6dio), em uma concentragcdo de 1 mg por mL de solugdo de
imobilizacdo, e a reacdo se processou por mais 30 minutos. No final do processo, o derivado
foi lavado com tampao fosfato 100 mM, pH 8 e bastante dgua destilada e mili-Q. O derivado
foi armazenado em tampao fosfato 100 mM, pH 8. A atividade dos derivados foi medida pelo

método PDAB.

3.2.10 - ATIVIDADE ENZIMATICA - METODO PDAB

O método PDAB (p-dimetilamino benzaldeido) baseia-se na formacao de base
de Schiff pela reacdo entre o 6-APA, produzido durante a hidrélise da penicilina G, com o
PDAB gerando um produto colorido o qual ¢ monitorado espectrofotometricamente em 415
nm (Balasingham et al., 1972).

Inicialmente foi preparada uma solucdo 4% de penicilina G (PG) em tampao
fosfato 100 mM e pH 8. A hidrdlise da penicilina G foi realizada em um reator encamisado e
a temperatura mantida a 37°C. A solu¢do de PG 4% m/v foi adicionada ao reator e depois de
atingida a temperatura desejada, a enzima também foi adicionada. Em tempos determinados
foram retiradas amostras de 250uL e estas foram adicionadas a uma cubeta ja contendo 3,75
mL da solu¢do de PDAB. Apos 2,5 minutos a absorbancia foi medida. O reagente PDAB foi
preparado a partir da seguinte propor¢ao em volume: 1 parte de PDAB 0,5% m/v em metanol,
4 partes de acido acético 20% v/v e 2 partes de solucdo de hidroxido de sodio 0,05 M. A
concentragdo de 6-APA foi obtida empregando uma curva de calibracdo previamente

preparada. A partir dos valores de concentragdo de 6-APA foi construido um gréafico de
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concentragdo Versus tempo e a tangente da curva foi usada para calcular as atividades

enzimaticas (Eq.4).

umol6APAmLmin *Vol(mL) n mol6AP%1 Lo *Vol(mL)
At= =Ul/g,.. At= — Ul/mL. .
Myerivado Baerivazo O Vi MLeyima Eq 4

Uma unidade internacional (UI) ¢ definida com a quantidade de enzima que
catalisa a formagdo de 1 pumol de 6-APA a partir de hidrdlise da penicilina G em 1 minuto a

37°C em pH 8,0.

3.2.11 - OBTENCAO DAS PARTICULAS DE ALGINATO

As particulas de alginato-PGA-agarose 6BCL foram obtidas gotejando uma
solugdo composta de alginato 2% m/v e PGA-agarose 6BCL em cloreto de célcio 0,5 M sob

agitacao.

3.2.12 - SINTESE DE AMPICILINA

As reacoes enzimaticas de sintese de ampicilina, realizadas para avaliar o éster
metilico e os ésteres sintetizados (etilico e isopropilico), foram conduzidas em reator de
batelada encamisado com agitagdo mecdnica em um volume reacional de 30 mL,
concentragdo de 6-APA e dos diferentes ésteres de 10 mM e 50 mM respectivamente, 25°C e
pH 6,5. A quantidade de enzima (Recordatti) em todos os experimentos foi de 0,3 g contendo
258 £25 Ul/g.

As reagdes enzimaticas de sintese de ampicilina para avaliar o desempenho do

biocatalisador agar 3%/agarose ME 6% ((m/m)) foram realizadas em reator batelada,
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encamisado, com agitacao mecanica. Volume reacional foi de 20 mL para todos os ensaios.
Concentracdo de 6-APA e dos diferentes ésteres (metilico e etilico) de 250 mM e 25 mM,
respectivamente. Reagdes foram realizadas com temperatura controlada a 25°C e em dois
valores de pH: 6,5 ¢ 6,2. A quantidade de enzima em todos os experimentos foi de 3 g
contendo 219 + 3 Ul/g. Aliquotas de 30 pL foram retiradas do meio reacional, diluidas
adequadamente na propria fase movel e em seguida analisadas em HPLC.

As reagdes enzimaticas de sintese de ampicilina, em meio heterogéneo (com os
cristais de produtos), para levantamento das velocidades iniciais, foram realizadas em reator
batelada encamisado, temperatura controlada a 25°C em pH 6,0; 6,2 e 6,5 sob agitacao
mecanica. Volume reacional de 20 mL para todos os ensaios. As concentracdes iniciais de 6-
APA e diferentes ésteres (metilico, etilico e isopropilico) foram de 300 mM e 150 mM
respectivamente, e de ampicilina e D-FG foram de 60 mM. A atividade aparente medida nas
particulas de PGA-agarose ME 10% m/v foi de 250U1/gg; € no suporte PGA-agarose 6BCL
co-envolvida em alginato 2% m/v foi de 150Ul/gg. Em todos os experimentos utilizaram-se
2 g de catalisador. Dois tipos de amostra foram analisados: uma aliquota foi removida
utilizando filtro (0,20 pm) na ponteira de uma micropipeta, a fim de separar solidos da
solugdo, e outra aliquota do sistema heterogéneo foi retirada para caracterizagdo do conjunto
reacional (sem o filtro e, portanto, coletando também os cristais).

As reagdes enzimadticas de sintese de ampicilina para estudos cinéticos foram
realizadas em reator batelada encamisado, temperatura controlada a 25°C em pH 6,0 e 6,2, sob
agitacdo mecanica. Volume reacional de 50 mL para todos os ensaios. As concentragdes
iniciais de 6-APA, éster etilico, ampicilina e D-FG sdo apresentadas na Tabela 5. Em todos os
experimentos, foram utilizadas 5 g de PGA imobilizada em agarose 6BCL co-envolvida em
alginato 2% m/v contendo 150 Ul/ge. Em caso de sistemas heterogéneos duas amostras

foram analisadas: uma aliquota foi removida utilizando filtro (0,20 um), a fim de separar
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solidos da solucdo e a outra aliquota do sistema heterogéneo foi retirada, sem o filtro, para

caracterizagdo do conjunto reacional.

Tabela 5 — Concentragdes iniciais dos reagentes no estudo cinético a pH 6,0 € 6,2.

CONCENTRACAO (mM)
6-APA ESTER ETILICO AMPICILINA D(-) FG
300 300 - -
300 200 - -
300 200 60 60
300 150 - -
300 150 60 60
300 50 - -
150 300 - -
100 150 - -
100 150 60 60
100 50 - -
200 150 - -
200 150 60 60
200 50 - -

A reagdo enzimatica de sintese de ampicilina em batelada alimentada foi
realizada em reator encamisado, temperatura controlada a 25°C, pH 6,0, sob agitacio
mecanica. Volume reacional final de 70 mL. As concentragdes iniciais de 6-APA, éster
etilico, ampicilina e D(-)-FG foram 300 mM, 200 mM, 60 mM e 60 mM respectivamente.
Nesse experimento foram utilizadas 10 g de PGA imobilizada em agarose 6BCL co-envolvida

em alginato 2% contendo 150 Ul/gg.

3.2.13 - ANALISE EM HPLC

As concentracdes de éster, 6-APA, ampicilina e fenilglicina foram
determinadas usando cromatografia liquida de alto desempenho (CLEA, ou HPLC, da sigla
inglesa) nas seguintes condigdes:

% Coluna C18 Phenomenex, 110A, Sum, 150 x 4,6 mm;
% Temperatura de 25°C;

& Vazdo de 1,0 mL/min;
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% Comprimento de onda (1) de 225 nm;
% Fase movel: 35% de acetonitrila, 65% de agua Mili-Q, potassio fosfato monobasico 5

mM, dodecil sulfato de sddio 5 mM, écido fosforico para ajustar o pH em 3.

3.3 - ENSAIOS DE PRECIPITACAO NO PONTO ISOELETRICO

O ensaio de precipitacdo no ponto isoelétrico teve como objetivo verificar a
eficiéncia de separacdo da ampicilina a partir de uma mistura de cristais de ampicilina e
fenilglicina obtida das sinteses realizadas.

Uma massa da mistura de ampicilina e fenilglicina foi pesada de forma a
ultrapassar o limite de solubilidade dos compostos. Em seguida a mistura, mantida a
temperatura ambiente, foi solubilizada com uma solu¢cdo de NaOH concentrado, elevando-se
o pH a 8,5. Uma filtragdo desta solucdo foi realizada para obter praticamente os cristais de
fenilglicina. O filtrado contendo uma mistura de ampicilina e fenilglicina foi entdo acidificado
com HCI concentrado baixando-se o pH para 4,95 (ponto isoelétrico da ampicilina). A
ampicilina precipitada foi separada por filtracdo da solucdo mae. A Figura 19 apresenta a

seqiiéncia de etapas utilizadas nos experimentos de precipitagdo no ponto isoelétrico.
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Cristais Solugio
de 4 Filtragio —» Ammpicilina e D{-}FG

Figura 19 - Representacdo esquematica da seqiiéncia utilizada nos ensaios de precipitagdo no ponto isoelétrico da
ampicilina (reproduzida de Vieira, 2003).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. PRE - CONCENTRACAO DA PENICILINA G ACILASE (PGA)

A didlise do caldo de cultura, proveniente de biorreator, contendo PGA, foi
realizada com o intuito de verificar a influéncia desta técnica na atividade da enzima
recuperada e na concentragdo de proteinas. Conforme ja explicado no item 3.2.2 a dialise
permite a retirada de solutos de baixo peso molecular e a reteng@o das moléculas protéicas e a
centrifugagdo permite a retirada de peptideos. As condi¢des de didlise, o corte das membranas

utilizadas e as condi¢cdes de centrifuga¢do estdo descritos em materiais ¢ métodos. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados obtidos na etapa de centrifugaco/dilise e didlise/centrifugacdo. Ensaios em triplicata.

Atividade Atividade
. Lowry = dp Bradford + dp
NIPAB + dp Especifica
C (mg/mL) C (mg/mL)
(UI/'mL) (Ul/'mg)
Caldo de cultura 133,4+2 3,2 42,02 294 1

Método 1 — Centrifugacio seguida de dialise

Centrifugada 189,7+ 4 6,5 293 +2 204 1
Dialisada 6h 147,44+ 2 7,0 21,0£5 9,6 + 1
Dialisada 20h 166,0 £ 10 7,3 22,6+1 122+1
Dialisada 32h 107,6 £ 7 6,0 18,01 75+1
Método 2 — Dialise seguida de centrifugacio
Dialisada por 32 h 98,0+9 3,0 33,0+ 1 30,5+2
Centrifugada 1234+5 6,6 18,7+2x 10" | 33+3x10"

*Proteinas medidas pelo método de Lowry na atividade especifica
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De acordo com as analises de proteinas realizadas, verifica-se, nos métodos 1 e
2, que ocorreu uma redugdo na concentragdo protéica o que mostra que esta ocorrendo uma
parcial purificacdo do caldo, como era desejado.

Quanto a atividade enzimatica, para o método 2, verificou-se um decréscimo
no seu valor quando se procedeu diretamente a didlise do caldo de cultura (133,4 Ul/mL para
98,0 Ul/mL — perda de 26%) voltando a aumentar quando esse dialisado foi centrifugado
(98,0 UI/mL para 123,4 Ul/mL — ganho de 25%). Verificou-se também, nesse caso, que o
valor da atividade especifica ndo variou quando se procedeu a dialise do caldo (3,2 para 3,0
Ul/mgproteina) tendo um ligeiro aumento depois da centrifugacdo desse dialisado (3,0 para 4,6
Ul/mgproteina)-

Para o método 1 também verificou-se um aumento no valor da atividade
enzimatica quando o caldo de cultura foi inicialmente centrifugado (133,4 Ul/mL para 189,7
Ul/mL — ganho de 42%) e uma redu¢do quando foi realizada a dialise desse centrifugado nos
trés diferentes tempos (6, 20 e 32 h). Essa redugdo na atividade esta de acordo com dados
relatados na literatura como o apresentado por Pinotti, 2003, que verificou uma redugdo de
aproximadamente 30% na atividade recuperada apos realizar a didlise. Analisandos os valores
obtidos para a atividade especifica foi verificado que houve um acréscimo no seu valor (3,2
para 6,5 Ul/mgproeina) cOm a etapa inicial de centrifugagdo. Procedendo a dialise desse
centrifugado, verificou-se que nao houve variagdo significativa nos valores de atividade
especiifica nos trés diferentes tempos (6, 20 e 32 h).

Assim, o caldo de cultura contendo PGA, para as futuras imobilizagdes, foi

apenas centrifugado a 4°C, 11 000 xg por 30 min.



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES 71

4.2 - IMOBILIZACAO DA PGA NOS DIFERENTES SUPORTES

Antes do procedimento de imobilizacdo foi realizado o processo de
concentracdo da PGA centrifugada utilizando um sistema de ultrafiltragio AMICON ULTRA
da Millipore com NMWL de 50 kDa. A atividade da solu¢do de PGA concentrada utilizada
nas imobiliza¢des, medida pelo método PDAB, foi de 1200 UI/mL.

Seguindo a metodologia do item 3.2.8 mediu-se a quantidade de grupos
aldeidos nos diferentes suportes. A Tabela 7 apresenta os valores obtidos na etapa de oxidagao

dos suportes.

Tabela 7 — Quantidade de grupos aldeidos obtidos durante a oxidagdo dos suportes.

SUPORTE pmol de aldeido/mLg
Agar 3% - Agarose ME 6% (m/m) 138
Agarose ME 10% 200
Agarose 6BCL (Pharmacia) 80

Na Tabela 8, observa-se o valor de atividade do sobrenadante ao longo da
imobilizacdo nas particulas de 1 mm de Agar 3%/Agarose ME 6% (m/m). Deixou-se o
sistema reagindo até completar as 24 horas de imobilizagdo, a fim de aumentar os enlaces
enzima-suporte, favorecendo assim, a estabilidade das ligagcdes covalentes. O tempo de
imobilizagao nesse suporte foi de 24 horas, pois como se tratava de uma particula bem maior

que a agarose 6BCL esperava-se que ocorressem atrasos difusionais.
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Tabela 8 — Atividade enzimatica do sobrenadante da imobilizagdo nas particulas de agar 3%/agarose ME 6%

(m/m).
Tempo de imobilizacao Atividade (UI/mL)
PDAB
(h)
0 943
3 111
5 86
18 -
24 -

A Figura 21 mostra um gel de eletroforese em condi¢do desnaturante (SDS-
PAGE, Laemmli, 1970) de amostras do sobrenadante ao longo da imobiliza¢do. O
desaparecimento das bandas das amostras do sobrenadante ao longo do tempo indica a

migracdo da enzima para a matriz de Agar 3% - Agarose ME 6% (m/m).

Figura 21 — Eletroforese das amostras de sobrenadante ao longo das 24 horas de imobilizagao.



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES 73

A diferenca entre a atividade recuperada e a do sobrenadante pode ter varias
causas: uma ¢ a existéncia de limitagcdo difusional intraparticula na medida de atividade da
enzima imobilizada, para as altas cargas aqui utilizadas; outra é uma possivel perda da
configuracdo terciaria e quarternaria de parte das moléculas de enzima durante as 24 horas de
imobilizacdo a pH 10,05. Nao se pode descartar uma perda de atividade em decorréncia da
imobilizacdo (cinética inerente se distanciando da intrinseca) em razdo de impedimentos
estéricos do acesso dos substratos ao sitio ativo da enzima, ou mesmo em raziao de uma
deformacgdo desse sitio em algumas moléculas de enzima em conseqiiéncia das ligagdes
multipontuais com o suporte.

A Tabela 9 apresenta as atividades medidas nos diferentes derivados pelo
método PBAD. Para as particulas de agar 3% - agarose ME 6% (m/m) e agarose ME 10%
(m/m) o tempo de imobilizagdo foi de 24 h, pois como se trata de particulas com didmetro de
aproximadamente 1 mm levou-se em consideragdo a existéncia de atrasos difusionais também

no processo de imobilizacao.

Tabela 9 — Atividade medida nos diferentes derivados pelo método PDAB.

Tempo de Atividade = dp
SUPORTE Imobilizacéo (h) (UN/gsuporte)
Agar 3% - Agarose ME 6% (m/m) 24 210+ 18
Agarose ME 10% (m/m) 24 250+3
Agarose 6BCL (Pharmacia) 3 500+ 4

4.3 - CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS - DIAMETRO MEDIO

As particulas formadas apresentaram didmetros médios na ordem de

milimetros portanto a determinacdo do didmetro médio foi realizada usando a técnica de
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analise de imagem em um contador de particulas com a cooperagao do laboratorio de
tecnologia ambiental do Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar.

O biocatalisador composto por agar 3%-agarose ME 6% (m/m), agarose ME
10% (m/m) e agarose 6BCL (0,25 + 6 mm) envolvida em alginato 2% apresentaram particulas
com didmetro médio de 1,3 + 7 x 107 mm, 1,4 + 8 x 10> mm e 2,1 + 6 x 107 mm,
respectivamente. As Figuras 22, 23 e 24 apresentam fotografias das particulas dos diferentes

biocatalisadores.

Figura 22 — Fotografia do biocatalisador agar 3% - agarose ME 6% (m/m).

Figura 23 — Fotografia do biocatalisador agarose ME 10% (m/m).
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Figura 24 — Fotografia do biocatalisador alginato - agarose 6BCL.

A atividade final no biocatalisador alginato-agarose 6BCL foi de 150 Ul/g
sendo determinada de acordo com a atividade enzimatica obtida para a PGA-agarose 6BCL
pelo método PDAB, 500 + 4 Ul/g. Nao foi possivel realizar a medida da atividade desse
biocatalisador a partir do método PDAB, pois a presenca de fosfato, presente no tampao
utilizado para solubilizar a penicilina G, provoca afastamento das cadeias poliméricas do gel
de alginato de calcio devido a remocao dos ions célcio e as enzimas aprisionadas fisicamente
tendem a lixiviar para o meio reacional. A medida de atividade também foi realizada sem o
tampao fostafo, porém a velocidade de reagdo foi muito alta ndo sendo possivel controlar o
pH nem com o auxilio do pH-stat. Nesse caso foi adiciodado um grando volume de NaOH

diluindo dessa forma a enzima no meio reacional.
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4.4 - SINTESE DE AMPICILINA
4.4.1 - SINTESE ENZIMATICA DE AMPICILINA UTILIZANDO OS DIFERENTES

ESTERES DE CADEIA LATERAL

A sintese cineticamente controlada de ampicilina foi realizada a partir de éster
metilico comercial (EMFG), etilico (EEFG) e isopropilico de fenilglicina (EIFG),
previamente sintetizados, e de acido 6-aminopenicilanico (6-APA). Os ensaios iniciais foram
realizados empregando Penicilina G Acilase comercial, RECORDATI, com atividade
enzimatica de 258 £ 25 Ul/g medida pelo método PDAB, a temperatura de 25°C e com o pH
do meio reacional mantido a 6,5. A concentracdo inicial de 6-APA e dos diferentes ésteres foi
a mesma em todos os ensaios, 10 mM e 50 mM respectivamente (abaixo dos seus limites de
solubilidade). A utilizagdo de baixa concentracdo de 6-APA, embora tenda a diminuir a
seletividade da enzima, aumenta a velocidade tanto de sintese quanto de hidrdlise, para uma
dada concentragdo de éster e atividade enzimdtica por volume de reator, como reportado na
literatura para o EMFG (Ferdanandez-Lafuentes et al., 1998, Ospina et al., 1996 ¢ Ribeiro et
al., 2006). Nestas condigdes, avaliou-se a influéncia dos diferentes ésteres na produgdo

enzimadtica de ampicilina.

O grafico da Figura 25 mostra os perfis de concentragdes de ampicilina obtidos
em ensaios de sintese enzimatica. Os resultados mostram que um maximo de ampicilina foi
obtido em torno de 45 minutos de reagdao quando usados EMFG e EEFG. Com o aumento do
tempo reacional observa-se uma queda na concentracdo de ampicilina, resultado de uma
velocidade de hidrdlise maior que a velocidade de sintese. Os resultados para estes dois
substratos ndo mostram nenhuma diferenga significativa. Contudo, nos ensaios de sintese
utilizando o EIFG, o comportamento do perfil de concentracdo de ampicilina se distingue

daqueles obtidos para os demais ésteres. Embora a velocidade inicial de sintese de ampicilina
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utilizando o EIFG pareca nao se diferenciar das demais curvas, com o avango da reacao
observa-se um distanciamento das curvas devido a uma queda na velocidade de reacdao de

sintese de ampicilina para este substrato.

O grafico da Figura 26 mostra o perfil de produgdo do produto secundario,
fenilglicina (indesejado), em ensaios de sintese enzimdtica de ampicilina. Os resultados
mostram uma menor hidrélise dos substratos de éster etilico e isopropilico (EEFG e EIFG) em
relacdo ao éster metilico (éster comumente utilizado em estudos de sintese cineticamente
controlada de ampicilina). A maior producdo de fenilglicina nas reagdes com o éster metilico
quando comparada aos outros éteres se da devido a maior facilidade da molécula de agua
reagir com esse substrato (menor impedimento estérico). Os resultados mostram que a
utilizagdo de EEFG ndo reduziu a velocidade de sintese de ampicilina nas condigdes deste
ensaio e, além disso, diminuiu a velocidade de hidrolise do éster, mostrando grande potencial
para aumentar a seletividade da rota enzimatica. Do ponto de vista ambiental, os resultados
obtidos da sintese de ampicilina empregando EEFG sdo animadores, uma vez que um dos
subprodutos gerado, o etanol, apresenta menor toxicidade na manipulagao do reator, quando

comparado com o metanol, normalmente utilizado na literatura.
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Figura 25 — Perfil de concentragdo de ampicilina obtido em sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH 6,5.

Cinicial de 6-APA 10 mM e Cjpiia dos diferentes ésteres 50 mM. Enzima comercial Recordati — 2,6 UI/mL cz0r..
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Figura 26 — Perfil de concentragdo de D(-) fenilglicina obtidos em sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH
6,5. Cipnicia de 6-APA 10 mM e Cjyicia dos diferentes ésteres 50 mM. Enzima comercial Recordati — 2,6
UI/ereator.-

Nos estudos realizados para avaliar a velocidade de hidrolise ndo enzimatica
dos diferentes ésteres (ensaios em branco, sem a presenca do catalisador enzimatico), nao
foram observadas variagdes significativas das concentragdes dos ésteres ao longo de 90

minutos. Estes resultados obtidos corroboram com aqueles apresentados na literatura, que
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demonstram que a velocidade de hidrdlise inespecifica para concentracdes menores que 100
mM decai para zero, implicando uma melhora na seletividade, S/H, da sintese enzimatica de

ampicilina para baixas concentragdes de ésteres (Ribeiro et al., 2005).

A Figura 27 apresenta as seletividades versus tempo obtidas na sintese de

ampicilina com os trés ésteres.

0,34
0,32 - —m— éster metilico de FG
0,30 ° —e— éster etilico de FG

0,28 éster isopropilico de FG

0,26 -
0,24 4
0,22 4
0,20 -
0,18 -
0,16 -
0,14 - .
0,12

0,104
0,08
0,06

0,04 ]

Seletividade ([Ampicilina/FG])

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo/min

Figura 27 — Perfis das seletividades, (S/H=Ampicilina/Fenilglicina), obtidos na sintese de ampicilina
empregando os ésteres metilico, etilico e isopropilico previamente sintetizados.

Verifica-se pela Figura 27 que as maiores seletividades na reagdo de sintese de
ampicilina sd3o obtidas com o éster etilico e isopropilico. Como ja foi visto nos graficos acima
nao houve uma diferenca significativa para os €steres metilico e etilico na reacao de sintese,
porém para o éster metilico a velocidade de hidrolise foi maior o que provocou uma

diminuigao da seletividade de reacao para esse substrato.
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442 - SINTESE DE AMPICILINA - AVALIACAO DOS DIFERENTES

SUBSTRATOS COM O BIOCATALISADOR AGAR 3%-AGAROSE 6% ME (M/M)

A sintese cineticamente controlada de ampicilina, para avaliar o desempenho
do biocatalisador agar 3%-agarose 6% ME (m/m ), foi realizada a partir dos ésteres metilico
(EMFGQG) e etilico (EEFG) de fenilglicina e do 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA). Os ensaios
foram realizados a 25°C, pH 6,5 e 6,2, utilizando como catalisador particulas com atividade
enzimatica aparente de 210 + 18 Ul/g, medida pelo método PDAB. A concentragdo inicial de
6-APA e dos diferentes ésteres foi sempre a mesma, 250 mM e 25 mM, respectivamente. A
utilizagdo de alta concentracdo de 6-APA foi escolhida como a mais conveniente, pois a baixa
razdo éster/nicleo diminui a perda de éster por hidrdlise, ou seja, aumenta a seletividade da
reacao (Ribeiro et al., 2005).

As Figuras 28 e 29 apresentam as sinteses realizadas em pH 6,5 e pH 6,2 com
os diferentes ésteres. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A Tabela 10 mostra os
resultados obtidos para: rendimento (R), seletividade (S) e produtividade (P) para diferentes

¢ésteres e dois valores de pHs.

Tabela 10 — Resultados obtidos nas sinteses de ampicilina com os diferentes ésteres e pH.

Ester pH R (%) S P (mmol/Ul/min) x
10°
Metilico 6,5 61 +8 1,6 +4 %107 2,6+2x10°
6,2 67+ 1 2,0+1x10" 2,1£2x10°
Etilico 6,5 67 £ 1 12+2x10" 1,8+ 1x10°
6,2 71+4 22+4x10" 1,7+1x10°

Valores calculados no ponto de maior rendimento, seletividade e produtividade. 30 min de reagao.
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Figura 28 — Perfis de concentragdo de reagentes e produtos obtidos na sintese enzimatica de ampicilina a 25°C:
a) pH 6,5 e b) pH 6,2. Cipicias de 6-APA 250 mM e Ciyiia €ster metilico 25 mM, com.desvios-padrao de

triplicatas.
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Figura 29 — Perfis de concentrag@o de reagentes e produtos obtidos em sintese enzimatica de ampicilina a
25°C: a) pH 6,5 e b) pH 6,2. Ciyicia de 6-APA 250 mM e Cjyicia éster etilico 25 mM, com.desvios-padrao de
triplicatas.

A velocidade da reacdo ¢ favorecida quando se trabalha em pHs maiores,
entretanto a seletividade ¢ prejudicada. Em funcdo disso, utilizando éster metilico de
fenilglicina como doador acil, ¢ comum na literatura a escolha de pH 6,5 na sintese
enzimadtica cineticamente controlada de penicilinas semi-sintéticas como um compromisso
entre seletividade e produtividade (Ospina et al., 1996; Gongalves et al., 1998 ¢ Ferreira,
2004). Nossos resultados mostraram uma pequena queda de produtividade quando se reduziu

o pH de 6,5 para 6,2 no caso do éster metilico. Isso estd de acordo com os dados obtidos por
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diversos autores (Ospina et al., 1996; e Ferreira, 2004). Essa pequena redugido do pH, porém,
levou a um aumento de cerca de 25% na seletividade da reagdo apds 30 min de ensaio, ao se
utilizar o éster metilico de fenilglicina como substrato. Quando se utiliza o derivado etilico,
observou-se que a seletividade aumentou 83% em 30 min de reagdo (vide Figura 30 e Tabela
10). Além disso, a produtividade ndo diminuiu com a reducdo do pH na mesma propor¢ao
para o éster etilico e metilico. Esses resultados evidenciam a necessidade de otimizar o pH
para cada derivado do doador acil. Além disso, mostram que o éster etilico pode ser mais
vantajoso que o metilico, pois além de liberar etanol em vez de metanol, tem rendimentos e
seletividades proximas ou melhores que o éster metilico de fenilglicina, a0 menos nas

condi¢des estudadas aqui.

(a)

e Ester Metilico pH 6,5 e Ester Etilico pH 6,5
m Ester Metilico pH 6,2 m Ester Etilico pH 6,2
4.0 4,0
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(b)

Figura 30 — Seletividade (S/H) ao longo da reagdo de sintese enzimatica de ampicilina a 25°C utilizando diferentes
ésteres de fenilglicina: a) éster metilico e b) éster etilico.

ApoOs cada ensaio a atividade do biocatalisador foi medida e foi verificado que
este ndo sofreu nenhuma desativacdo. Durante os ensaios de sintese pode-se observar que a
integridade das particulas de biocatalisador ndo foi afetada significantemente pela agitacao do

reator.
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4.4.3 - SINTESE DE AMPICILINA — VELOCIDADES INICIAIS

O estudo de velocidades iniciais da sintese cineticamente controlada de
ampicilina foi realizado a partir dos ésteres metilico (EMFQG), etilico (EEFG) e isopropilico
(EIFG) de D(-)-fenilglicina e do 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA). Os ensaios utilizaram
Penicilina G Acilase imobilizada em dois diferentes suportes, a 25°C, pH 6,0; 6,2 ¢ 6,5. A
concentragdo inicial de 6-APA e dos diferentes ésteres foi sempre a mesma, 300 mM e 150
mM, respectivamente. Ampicilina e D(-)-FG foram adicionadas no inicio da reacdo a fim de
favorecer a precipitacdo do antibidtico via supersaturacdo. Como ja discutido anteriormente, a
cristalizacdo do antibidtico no reator ¢ essencial para aumentar a seletividade do processo,
pois o antibiotico cristalizado ndo serd atacado pela enzima. A utilizacdo de alta razdo 6-
APA/Ester foi mantida para diminuir a perda de éster por hidrélise.

Segundo Youshko et. al., 2002, quando a sintese enzimatica de ampicilina ¢é
realizada em uma concentragao inicial de 6- APA (ntcleo B-lactimico) abaixo da saturacdo a
seletividade aumenta com o decréscimo do pH. A enzima esta imobilizada em suporte poroso,
entdo, ¢ esperado que um gradiente de pH aconteca no interior da particula de biocatalisador,
com um valor minimo no seu centro (Ribeiro, 2007). Em pHs maiores sdo esperadas taxas de
reagOes mais altas, porém a seletividade seria reduzida (Ospina et. al., 1996, Ferreira et. al.,
2004).

As Tabelas 11 e 12 mostram os resultados obtidos para rendimento (R),
seletividade (S) e produtividade (P) do processo. A queda na seletividade foi verificada para
os ésteres etilico e isopropilico utilizando ambos os catalisadores: agarose ME 10% (m/m)
(Tabela 11) e alginato-PGA-agarose 6BCL (Tabela 12). Um valor maximo de seletividade
(2,4 £ 5 x 107) foi alcancado realizando a sintese de ampicilina em pH 6,0, éster isopropilico

com agarose ME 10% (m/m) - ensaio 7. Pode-se observar que, em uma situagdo mais proxima
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do processo industrial, isto ¢, utilizando catalisadores heterogéneos e semeando cristais de
produto desde o inicio da reacdo, a influéncia do pH sobre os indices de desempenho da
reacdo (R, S e P) ndo € monotonico, ao contrario do que a literatura indica para situagdes com
enzima soluvel e/ou sem presenca de cristais. Esse fato se deve, certamente, & maior
complexidade do sistema aqui estudado, que sofre a interferéncia de varios outros fenomenos
além da cinética enzimatica: transporte de massa intra- ¢ extra-particula de catalisador (com
reflexos em perfis de pH intraparticula, como ja mencionado anteriormente); equilibrio de
fases solido-liquido de mistura multicomponente cuja composi¢ao se altera ao longo do tempo
e que tem componentes cuja solubilidade ¢ fortemente influenciada pelo pH; cinética de
cristalizagdo, ai incluido o transporte de massa para a superficie dos cristais. Os resultados
aqui obtidos, assim, s3o conseqiiéncias da conjugacao desses diferentes fendmenos, o que
pode explicar o comportamento ndo-monotonico dos indices com respeito ao pH medido no
seio da solugao.

Considerando os trés critérios de avaliagdo da sintese, temos que para o éster
isopropilico o melhor ensaio de sintese foi o realizado em pH 6,0 com alginato-PGA-agarose
6BCL (ensaio 16). A Figura 31 apresenta o perfil de concentracdo de reagentes e produtos na
mistura reacional heterogénea e a composi¢ao dos produtos em solugdo para este ensaio com

desvios-padrao de triplicatas.
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Tabela 11 — Resultados obtidos nas sinteses de ampicilina com os diferentes ésteres e pH utilizando como
catalisador agarose ME 10% (m/m). Excesso de 6-APA

Agarose 10% (m/m)

Ester pH n° S R (%) P (mmol/Ul/min)

6,0 1 1,747 x 10" 633%’85574:* 92 x 107+ 1x 10°

Metilico 62 | 2 | 2,6+6x10" 6486,’97 S| LIx10*1x10°
6,5 3 1,6%2 x 10" 6541”195 45:* 13x 10%£ 1 x 10°
60 | 4 | 25+3x10" 6253”98 :22:* 5,7 x 105+ 6 x 10°
Etilico 6,2 5 2,5+£2x10" 6231’86 : 41:* 5,9 x 105+ 2 x 10
65 | 6 | 1,6+5x10" 527(2’53552:* 4,9 % 10°+ 5 x 10°
60 | 7 | 25+2x10" 6247,’27 :23:* 6,6 x 105+ 8 x 10°
Isopropilico 6,2 8 2,3+3x10" 6235’;)0363:* 6,2 x 107+ 8 x 10°
6,5 9 1,842 x 107 ;;gf;: 44 % 107+ 4 x 109

Meio heterogéneo com precipitacio de Ampicilina e D(-)-FG. Concentracdes iniciais: 6-APA 300 mM Ester 150
mM com germinacdo de Ampicilina ¢ D(-)-FG, 60 mM. Valores calculados no tempo de maxima seletividade,
rendimento e produtividade, 25 minutos. (S) Seletividade: Ampicilina sintetizada / D-FG produzida; *(R)
Rendimento: Ampicilina sintetizada / Ester inicial (%); **(R) Rendimento: Ampicilina sintetizada / Ester
consumido por BM (%); (P) Produtividade: Ampicilina sintetizada (mmol)/ Ul/min); Volume: 20 mL; Catalisador: 2 g
250 Ul/g) OBS: Valores de (P) e (R) globais sio calculados utilizando os valores nominais de concentrago inicial. (S) é a
seletividade instantdnea, igual a razdo das velocidades de reacdo obtidas pelas derivadas das curvas de
concentragdo Versus tempo, excluindo t(0) nominal e n° = nimero do ensaio.




CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

86

Tabela 12 — Resultados obtidos nas sinteses de ampicilina com os diferentes ésteres e pH utilizando como
catalisador alginato-PGA-agarose 6BCL. Excesso de 6-APA

Alginato-PGA-agarose 6BCL

Ester pH N S R (%) P (mmol/Ul/min)
+ 1*
6,0 10 1,742 x 107 ég’g N ;* 70x 10°+7x 10°
+ 3*
Metilico 6,2 11 2,1+2x10" 227”2 N 33** 9,3 x10°+ 8 x 10°
+ 4%
6,5 12 1,8+3x 10" 6315’27i 24** 1,2x10%+8,0x 10°
_1*
60 | 13 | 19x2x10? | BTN 5610525107
*
Etilico 6,2 14 2,0£2x10" 6129’19 :12** 8,0x10°+ 8 x10°
+ 0%
6,5 15 18+3x 107 | o, ﬁg y fO‘l** 8,6 x 10°+ 1 x 10°
+ 1%
6,0 16 2,5+3x 10" 5165’18 N 51** 6,9 x10°+ 8 x 10°
b)
N 17,0 + 2% P 5
Isopropilico 6,2 17 1,6+1x 10 5384 1% 6,8 x 107+ 1x 10
D
6,5 18 15+3x10" | 2EEXI0 3,7% 105+ 3 x 107

41,3 +£4 x 107**

Meio heterogéneo com precipitacio de Ampicilina e D(-)-FG. Concentracdes iniciais: 6-APA 300 mM Ester 150

mM com germinacdo de Ampicilina ¢ D(-)-FG, 60 mM. Valores calculados no tempo de maxima seletividade,

rendimento e produtividade, 25 minutos. (S) Seletividade: Ampicilina sintetizada / D-FG produzida; *(R)
Rendimento: Ampicilina sintetizada / Ester inicial (%); **(R) Rendimento: Ampicilina sintetizada / Ester
consumido por BM (%); (P) Produtividade: Ampicilina sintetizada (mmol)/ Ul/min); Volume: 20 mL; Catalisador: 2 g
(150 Ul/g). OBS: Valores de (P) e (R) globais sio calculados utilizando os valores nominais de concentracio inicial. (S) € a
seletividade instantinea, igual s a razdo das velocidades de reacdo obtidas pelas derivadas das curvas de
concentragdo Versus tempo, excluindo t(0) nominal e n° = nimero do ensaio.
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Figura 31 — Perfis de concentrag@o de reagentes e produtos obtidos em sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH 6,0.
Cinicial: 6-APA 300 mM, éster isopropilico 150 mM, ampicilina 60 mM e D(-)-FG 60 mM. 15 Ul/mLgey0r- (A) Concentragio
total na mistura reacional, (B) Concentracdo de D(-)-FG e ampicilina em solugdo (cristais + soluveis).

Avaliando os dados obtidos verificou-se, para ambos os catalisadores, que um
valor de maxima produtividade foi alcancado em pH 6,2 voltando a diminuir em pH 6,0 com
excecao apenas do éster isopropilico, para o qual ndo se nota variagao de produtividade ao se
variar o pH de 6,2 para 6,0 com os diferentes catalisadores (ensaios 7-8 e 16-17). Maxima
produtividade foi alcangada quando a sintese de ampicilina foi realizada com éster metilico,
em pH 6,5 (ensaios 3 — 1,3x 10+ 1 x 10° ¢ 12 - 1,2 x 10™* + 6 x 10, porém a seletividade
caiu a 1,6 e 1,8. O melhor resultado de S e P para o éster metilico foi obtido realizando a
sintese em pH 6,2 com agarose ME 10% (m/m) - ensaio 2. A Figura 32 apresenta o perfil de
concentragcdo de reagentes e produtos na mistura reacional heterogénea e a composi¢ao dos

produtos em solugdo para o ensaio 2, com desvios-padrao de triplicatas.
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Figura 32 — Perfis de concentragdo de reagentes e produtos obtidos em sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH 6,2.
Cinicial: 6-APA 300 mM, éster metilico 150 mM, ampicilina 60 mM e D(-)-FG 60 mM. 15 Ul/mLgeqor-
(A) Concentragao total na mistura reacional, (B) Concentragdo de D(-)-FG e ampicilina em solugéo (cristais + soliveis).

Para o éster etilico, pH 6,2 com alginato-PGA-agarose 6BCL, obteve-se a

segunda maior produtividade (ensaio 14 — 8,0 x 10 + 8 x 10°), com seletividade 2,0 + 2 x

10" e rendimento 62% (valores iguais aos obtidos com o éter metilico). A Figura 33 apresenta

o perfil de concentragdo de reagentes e produtos na mistura reacional heterogénea e a

composi¢ao dos produtos em solugdo para o ensaio 14 com desvios-padrao em triplicata.
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Figura 33 — Perfis de concentrag@o de reagentes e produtos obtidos em sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH 6,2.
Cinicial: 6-APA 300 mM, éster etilico 150 mM, ampicilina 60 mM e D(-)-FG 60 mM. 15 Ul/mLgeyor-
(A) Concentragao total na mistura reacional, (B) Concentragdo de D(-)-FG e ampicilina em solugéo (cristais + soliveis).

Outro critério avaliado foi o rendimento da reagdo. O valor maximo obtido,
bem proximo do rendimento maximo obtido com éster metilico, foi de 66% realizando a
sintese de ampicilina em pH 6,0, éster etilico com agarose 10% (m/m) - ensaio 4. Nesse caso
a seletividade da reacdo também foi favorecida (2,5 + 3 x 10™"), porém houve uma queda no
valor de produtividade de 1,4 vezes quando comparado com a reacdo com o éster etilico, pH
6,2, alginato-PGA-agarose 6BCL (ensaio 14), onde o rendimento foi de aproximadamente
62% (muito préximo do obtido para o éster etilico, pH 6,0, agarose 10% (m/m) — ensaio 4).

Avaliando de forma global seletividade, rendimento e produtividade conclui-se
que uma estratégia promissora seria realizar a sintese utilizando éster etilico, catalisador
alginato-PGA-agarose 6BCL em pH 6,2. Mais uma vez vale lembrar que o éster etilico tem
por base uma rota com etanol como insumo, o que representa uma vantagem adicional do
ponto de vista da “quimica verde” com relacdo a rota baseada no éster metilico.

Os resultados de solubilidade apresentados por Youshko et al., 2000, mostram

que a 25°C e na faixa de pH utilizada neste trabalho (6,0-6,5), a solubilidade da D(-)-FG ¢
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maior que a da ampicilina. Conforme apresentado na Figura 34 verifica-se que os dados de
solubilidade obtidos para D(-)-FG e ampicilina variaram de acordo com o doador acil
utilizado. A solubilidade da ampicilina torna-se maior que a da D(-)-FG com o decorrer da
reacdo para os ésteres metilico e etilico.

Outra informac¢do que podemos obter a partir da Figura 34 ¢ o fato da
solubilidade tanto da D(-)-FG quanto da ampicilina aumentarem com o consumo dos ésteres e
do 6-APA. Esses dados ndo estdo de acordo com o apresentado por Youshko et al., 2000, cuja
solubilidade da ampicilina decresce com a diminuicdo da concentragdo de éster metilico,
porém na auséncia de 6-APA e em solugdo aquosa, enquanto que a solubilidade da D(-)-FG
permanece constante. Segundo Takano et al., 2002, a 25°C a solubilidade da ampicilina
aumentou com a adi¢cdo de cloreto de potdssio no meio. Como o sistema reacional aqui
estudado trata-se de uma solugdo multicomponente, uma série de fatores pode influenciar
nesse aumento de solubilidade da ampicilina e D(-)-FG, dentre eles estdo: o aumento da forga
ionica do meio devido a adicdo de NaOH durante o curso da reagdo para ajuste de pH e a

presenca de diferentes moléculas.
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Figura 34 — Solubilidade de D(-) FG e ampicilina durante a reagdo de sintese realizada com os diferentes ésteres.
Ensaios 11, 14 e 16 (excesso de 6-APA).



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES 91

Apo6s cada ensaio de velocidade inicial, biocatalisador foi peneirado e lavado.
Como as particulas possuiam didmetro maior que 1,0 mm foi possivel realizar uma analise
visual para identificar e separar possiveis particulas rompidas.

Comparando os dois biocatalisadores verificou-se que as particulas de alginato-
PGA-agarose 6BCL possuiam resisténcia mecanica superior as particulas de agarose 10%
(m/m). Mesmo com uma menor resisténcia mecanica, pdde-se notar que a maioria das
particulas de agarose 10% (m/m) estavam intactas, entdo as particulas rompidas foram
separadas por peneiramento € pinga e as inteiras foram reutilizadas.

A andlise da estrutura dos dois biocatalisadores foi realizada no Laboratorio de
Caracterizacdo e Estrutura do Departamento de Engenharia de Materiais da UFSCar,
utilizando microscopia eletronica de varredura (MEV). As Figuras 35 e 36 apresentam as

micrografias das particulas de agarose 10% (m/m) antes e ap0ds ensaio de sintese.
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(A)
Figura 35 - Micrografia da particula de agarose 10% (m/m) antes da sintese. (A) particula inteira, (B) corte da
particula.
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(A) (B)
Figura 36 - Micrografia da particula de agarose 10% (m/m) apos a sintese. (A) particula inteira, (B) corte da
particula
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ApOs as reacoes de sintese foi verificado que uma parte dos cristais formados
permanecia no interior dos biocatalisadores. Essa presenca de cristais no suporte ja havia sido
verificada anteriormente por Ferreira, 2004. A retirada desses cristais foi realizada mantendo
os biocatalisadores sob agitacdo, em agua no caso da agarose 10% (m/m) e cloreto de célcio
0,5 M no caso do alginato-PGA-agarose 6BCL. Apds o procedimento de lavagem, nenhum
cristal foi observado no interior do biocatalisador alginato-PGA-agarose 6BCL (Figura 41).

As Figuras 37 a 42 apresentam as micrografias das particulas de alginato-PGA-
agarose 6BCL antes da sintese e depois da sintese sem procedimento de lavagem e com

procedimento de lavagem. As demais imagens de MEV sdo apresentadas no Apéndice B e C.

ot Magn
) 126

Figura 37 - Micrografia da particul de alginato-PGA-agarose 6BCL antes da sintese. Particula inteira.
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Figura 38 - Micrografia da particula de alginato-PGA-agarose 6BCL antes da sintese. Corte da particula. (a)
agarose 6BCL e (b) gel de alginato.
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Figura 39 - Micrografia da particula de alginato-PGA-agarose 6BCL apos a sintese, sem lavagem. Particula
inteira. (a) agarose 6BCL, (b) gel de alginato, (c) e (d) cristais.
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Figura 40 - Micrografia da particula de alginato-PGA-agarose 6BCL apds a sintes
particula.

UFSCar - DEMa

e, sem lavagem. Corte da
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Figura 41 - Micrografia da partiula de alginato—PA—agarose 6BCL ap0s sintese, com lavagem. Particula
inteira. (a) agarose 6BCL e (b) gel de alginato.

F igura 42 - Micrografia da particula de alginato-PGA-agaose 6BCL apés a-‘sintese com lava;g’eﬁl. Corte da
particula.
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Apo6s cada conjunto de ensaios, ou seja, finalizado o estudo de pH para cada
éster com a agarose 10% (m/m), a atividade deste biocatalisador apds lavagem foi medida
pelo método PDAB e nenhuma desativacdo foi verificada. A atividade do biocatalisador
alginato-PGA-agarose 6BCL ndo pode ser verificada, pois como ja mencionado a presenga de
fosfato provoca afastamento das cadeias poliméricas do gel de alginato de célcio
desestabilizando-o.

Como uma tentativa para medir a atividade da agarose 6BCL, a particula de
alginato foi posta em contato com tampdo fosfato para retirar a agarose que estava
aprisionada, porém a atividade aparente medida foi em torno de 50% menor quando
comparada com as mesmas particulas antes do co-envolvimento. Essa reducdo de atividade
pode ser atribuida a dificuldade de remover o alginato de célcio presente nos poros dessa
particula. O procedimento de imobilizacdo fornece a enzima uma estabilizacdo de 10.000
vezes (Mateo et al., 2000), portanto ndo ¢ esperado que ocorra desativagdo do catalisador nas
condi¢cdes da sintese (25°C e pH 6,0-6,5). Considerando também que ndo houve desativacao
no catalisador agarose 10% (m/m) e que o co-envolvimento com gel de alginato é apenas um
aprisionamento fisico e, portanto ndo altera as propriedades da enzima, considera-se que
também ndo houve desativacdo do catalisador PGA-agarose 6BCL.

Finalizados os estudos de pH, natureza do substrato e catalisadores com
excesso de 6-APA, avaliou-se também a sintese de ampicilina, nas mesmas condigdes
experimentais, para excesso de éster. As Tabelas 13 e 14 mostram os resultados obtidos para:

rendimento (R), seletividade (S) e produtividade (P) do processo.
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Tabela 13 — Resultados obtidos nas sinteses de ampicilina com os diferentes ésteres e pH utilizando como
catalisador agarose ME 10% (m/m). Excesso de Ester.

Agarose 10% (m/m)

Ester pH n’ S R (%) P (mmol/Ul/min)
6,0 19 | 1,3+6x107 57,861’2 j i:;'l** 1,5x10* 3 x 10°
Maetilico 6,2 20 | 1,1+2x10? 5657,’55;7:* 1,6 x 10*+2 x 107
6,5 21 [ 0,7+1x10" 4665, ’34552:* 1,6 x 10*+6x10°
6,0 22| 1L,1£2x107 | 4,962’; j ‘1‘;_1** 1,6 X109 x 10
Etilico 6,2 231 0,9+2x10" 5605, ész:* 1,6 x 10*+8x 10
6,5 24 1 0,7+1x10" 4646,’51518:* 1,6 x 10*+2 x 107
60 | 25 | 1,1£9x10? 5641,’11 Sl |15x10t£2x 107
lsopropilico | 62 | 26 | 089x10? 4697,35 S | Lex10t£1x10°
65 | 27 | 06+8x102 493?29;&11:* 1,6x 10"+ 1 x 10°

Meio heterogéneo com precipitacio de Ampicilina e D(-)-FG. Concentracdes iniciais: 6-APA 150 mM Ester 300

mM com germinacdo de Ampicilina e D(-)-FG, 60 mM. Valores calculados no tempo de maxima seletividade,

rendimento e produtividade, 25 minutos. (S) Seletividade: Ampicilina sintetizada / D-FG produzida; *(R)
Rendimento: Ampicilina sintetizada / 6-APA inicial (%); **(R) Rendimento: Ampicilina sintetizada / Ester
consumido por BM (%); (P) Produtividade: Ampicilina sintetizada (mmol)/ Ul/min); Volume: 20 mL; Catalisador: 2 g
(250 Ul/g). OBS: Valores de (P) e (R) globais sfo calculados utilizando os valores nominais de concentragdo inicial. (S) € a
seletividade instantinea, igual a razio das velocidades de reagdo obtidas pelas derivadas das curvas de
concentragdo Versus tempo, excluindo t(0) nominal e n° = nimero do ensaio.
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Tabela 14 — Resultados obtidos nas sinteses de ampicilina com os diferentes ésteres e pH utilizando como
catalisador alginato-PGA-agarose 6BCL. Excesso de Ester.

Alginato-PGA-agarose 6BCL
Ester pH n° S R (%) P (mmol/Ul/min)
25,9 £ 2%
6,0 28 | 1,3+2x10" | 46,1+9x 10" | 1,0x10*+7x10°
sksk
Metilico 1 31,2 + 3* 4 5
6,2 29 [ 1,2+1x10 16,7 3 1,2x10%£1x10
] 34,3 + 5% ] i
6,5 30 | 1,0£2x 10" 38.5 & 4+ 1,4 x 10 £2 % 107
1 24,4 + 2% s %
6,0 31 | 12+1x10 494+ [+ 9.8 x 107+ 8 x 10
. 2 26,5 + 3* 4 5
Etilico 6,2 32 1,L1+£6x10 45,8+ 3 x 107 %% 1,0x 107 +1x 10
] 14,2 £ 2% ] ]
6,5 33 ] 0,9+3x107 34,0+ 2k 56x10°£9x10°
1 24,4 £2*% 5 -6
6,0 34 | 1,3+2x10 547+ 14 9.8 x10°+7x10
B 88,5 + 2% 4 s
Isopropilico 6,2 35 | 12+1x10 518 %k 1,L1x10*+1x10
2 33,0 £ 2% 4 6
6,5 36 | 1,0+£3x10 44,7+ 2 1,3x10*+9x 10

Meio heterogéneo com precipitacio de Ampicilina e D(-)-FG. Concentracdes iniciais: 6-APA 150 mM Ester 300
mM com germinacdo de Ampicilina ¢ D(-)-FG, 60 mM. Valores calculados no tempo de maxima seletividade,
rendimento e produtividade, 25 minutos. (S) Seletividade: Ampicilina sintetizada / D-FG produzida; *(R)
Rendimento: Ampicilina sintetizada / 6-APA inicial (%); **(R) Rendimento: Ampicilina sintetizada / Ester
consumido por BM (%); (P) Produtividade: Ampicilina sintetizada (mmol)/ Ul/min); Volume: 20 mL; Catalisador: 2 g
(150 Ul/g). OBS: Valores de (P) e (R) globais sdo calculados utilizando os valores nominais de concentragio inicial. (S) ¢ a
seletividade instantanea, igual a razdo das velocidades de reagdo obtidas pelas derivadas das curvas de
concentragdo versus tempo, excluindo t(0) nominal e n° = nimero do ensaio.

Comparando os dados apresentados nas Tabelas 11 e 12 com os dados das
Tabelas 13 e 14, pode ser verificado que maiores rendimentos, Ampicilina sintetizada / Ester
consumido por balango de massa (%), foram alcangados nos experimentos com excesso de 6-
APA. Esse resultado ja era esperado, pois uma menor concentragdo de éster diminui sua perda
por hidrolise favorecendo o rendimento da reagao.

Analisando os dados de produtividade, verifica-se que excesso de éster provoca
efeito bastante significativo, ou seja, favoreceu a produtividade da reagdo de sintese, pois alta

concentragdo de 6-APA atua inibindo a reagdo de sintese (Ribeiro, 2007).
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Em sinteses cineticamente controladas a seletividade da reacdo ¢ essencial,
portanto utilizar excesso de éster torna-se uma alternativa pouco atrativa sob esse aspecto,
pois sua hidrélise é favorecida perdendo-se assim, D-FG (que precisard ser novamente
esterificada antes de ser reciclada). A dependéncia da seletividade com a concentragdo de
éster foi confirmada nos experimentos de sintese realizados com excesso de éster. Os valores
de seletividade, apresentados nas Tabelas 13 e 14, chegaram a diminuir até mais de duas
vezes quando comparados com os valores obtidos com excesso de 6-APA (Tabelas 11 e 12).

As Figuras 43, 44 e 45 apresentam o perfil de concentracdo de reagentes e
produtos na mistura reacional heterogénea ¢ a composi¢ao dos produtos em solugdo para os

ensaios 29, 32 e 34, com desvios-padrao de triplicatas.

® 6-APA A Ester Metilico & Ampicilina Total W D(-)-FG Total
350 120
110 y =1,2793x + 81,576 -
300 A R? =0,8369
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<250 | A, % 100
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©200 A Q
' O
O e 80 .
T150 @ ° = y = 1,5559x + 68,161
e ¥ o g 3 2
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50 ‘ ‘ ; ; ;
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
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Figura 43 — Perfis de concentragdo de reagentes e produtos obtidos em sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH 6,2.
Cinicial: 6-APA 150 mM, éster metilico 300 mM, ampicilina 60 mM e D-FG 60 mM. 15 Ul/mLgeaor.
(A) Concentragao total na mistura reacional, (B) Concentra¢ao de D(-)-FG e ampicilina em solugao.
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Figura 44 — Perfis de concentrag@o de reagentes e produtos obtidos em sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH 6,2.
Cinicial: 6-APA 150 mM, éster etilico 300 mM, ampicilina 60 mM e D-FG 60 mM. 15 Ul/mLgeqor-
(A) Concentragdo total na mistura reacional (cristais + soluveis), (B) Concentragdo de D(-)-FG e ampicilina em solugéo.
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Figura 45 — Perfis de concentrag@o de reagentes e produtos obtidos em sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH 6,0.
Cinicial: 6-APA 150 mM, éster isopropilico 300 mM, ampicilina 60 mM e D-FG 60 mM. 15 UI/mLgcgor-
(A) Concentragao total na mistura reacional (cristais + solveis), (B) Concentragdo de D(-)-FG e ampicilina em solugéo.

A Figura 46 apresenta o perfil da curva de solubilidade da ampicilina e D(-)-

FG para os ensaios 29, 32 e 34. Os resultados de solubilidade mostram que, no inicio da

reacdo, para os trés doadores acil, a solubilidade da D(-)-FG estd bem proxima da solubilidade

da ampicilina, tornado-se superior com o decorrer da reagdo (apds 15 minutos de reagdo). O
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grafico mostra também que as solubilidades sdao mais elevadas na presenca do éster metilico,

seguido pelo éster etilico e por ultimo pelo éster isopropilico.

¢ D(-)-FG - Met m D(-)-FG - Et A D(-)-FG - Isop
¢ Ampicilina - Met O Ampicilina - Et A Ampicilina - 1sop
70
60 - *
< L 2
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@ 40 - <
g . A 4 4
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=4 .
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n
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Figura 46 — Solubilidade da D(-) FG e ampicilina durante a reagdo de sintese realizada com os diferentes ésteres.
Ensaios 29, 32 e 34 (excesso de éster).

Comparando os graficos de solubilidade da ampicilina e D(-)-FG com excesso

de 6-APA e excesso de éster, Figuras 34 e 46, verifica-se um aumento de ambas as

solubilidades quando a reagdo de sintese foi iniciada com excesso de éster. Porém, em ambas

as situagdes, as solubilidades da ampicilina e D(-)-FG aumentaram com o consumo de éster —

e conseqiiente geracao de alcool.

4.4.4 - PRECIPITACAO NO PONTO ISOELETRICO

O ensaio de precipitacdo no ponto isoelétrico teve como objetivo verificar a

eficiéncia da seqiiéncia de etapas para purificacdo do antibidtico, aplicadas a uma mistura de

cristais, contendo ampicilina e fenilglicina, obtidos a partir da sintese enzimatica de

ampicilina, para posterior reutilizagdo da ampicilina nas sinteses. A Tabela 15 apresenta o

rendimento do processo e a grau de pureza da ampicilina obtida.
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Tabela 15 - Rendimento e grau de pureza da ampicilina obtida no processo de precipitacdo no ponto isoelétrico a

temperatura ambiente.

Rendimento (%)

Pureza (%) £ d.p

Ampicilina 63,3+2

9% £ 1

Os resultados obtidos estdo de acordo com os apresentados por Vieira, 2003. A

Figura 47 apresenta um cromatograma obtido em HPLC da ampicilina precipitada.
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Figura 47 — Cromatograma da amostra de ampicilina purificada analisada em HPLC. *Impureza nao

identificada.

4.4.5 - SINTESE DE AMPICILINA — ESTUDO CINETICO

Na sintese cineticamente controlada de ampicilina diversas varidveis interferem

no desempenho da sintese, porém nem todas exercem forte influéncia. Ferreira, 2004 estudou

a sintese de ampicilina sob diferentes condi¢des e verificou que a melhor condi¢ao

operacional deve ser um compromisso entre seletividade, rendimento e produtividade.
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Nessa etapa do desenvolvimento do trabalho, a sintese de ampicilina foi
realizada a partir de éster etilico de D(-)-fenilglicina (50-300 mM) e de 6-APA (100-300 mM)
a 25°C, pH 6,0 e 6,2. Os ensaios utilizaram Penicilina G Acilase imobilizada em agarose
6BCL co-envolvida em gel de alginato 2% (alginato-PGA-agarose 6BCL). Em alguns
experimentos, ampicilina e D(-)-FG foram adicionadas no inicio da reag¢do a fim de verificar
um possivel efeito inibitorio dos produtos nas reacdes de sintese e hidrdlise.

A Tabela 16 mostra os valores maximos de seletividade, rendimento e

produtividade obtidos nas sinteses de ampicilina com éster etilico a 25°C e pH 6,0.

Tabela 16 — Resultados obtidos nas sinteses de ampicilina com o éster etilico e pH 6,0 utilizando como

catalisador alginato-PGA-agarose 6BCL.

6-APA | Ester | AMP | D(--FG o R P

(mM) (mM) (mM)| (mM) (%) (mmol/Ul/min)

1 100 50 i i 1,730 | 62.3(30) | 2.1 x 10°(30°)
P 100 | 150 | - : 1330 | 561 (30°) | 42x10°(30")
.10 | 53.3(30) | 6.9x10°(30)

3 1001 15060 1 60 113 40y | 55.7(40°) | 6.6 x 10°(40°)
1,1 (40°) | 51,7(40°) | 6,3x 107 (40"

4 150 1 300 - - 1260 | 545(60%) | 5.9x 107 (607
3.0(50) | 748 (50) | 1.9x 10°(507)

> 200 >0 - - 2.6 (70°) | 72.4(70) | 1.7x10°(70°)
2.1 (40) | 67,1 (40°) | 4.6 x 107 (407

6 2000 150 - - 2.0(50°) | 66.9(50°) | 45x 10°(50°)
2.1(40) | 68,0(40) | 6,1 x 10°(40))

7 2001 150 | 60 60 1 250" | 68.6(50) | 5.7x10%(50")
3841 | 7921 | L7x10°@1)

8 300 >0 i ) 3.6(71) | 78.1(70°) | 1.5 x 107 (70%)
9 300 | 150 | - : 2.6(30) | 72.5(30°) | 44 x 10°(307)
10 | 300 | 150 | 60 | 60 | 22(30) | 688(30°) | 5.6 x 10°(30°)
1.9(50°) | 65.8(50°) | 4.7x10°(50")

Hp 30002000 - " 23(100%) | 66,9 (100%) | 42 x 10°(100°)
2,1 (40°) | 68,2(40%) | 6,8x 107 (40")

12 | 300 | 200 | 60 | 60 | 2450 | 705(50°) | 5.9 10°(50°)
2.5(70°) | 71.7(70°) | 5.9 x 10°(70°)

1.6(30°) | 622(30) | 6,0x10° (30°)

22(40°) | 69.1(40") | 6,1 x10°(40°)

131300013000 - - 2.0(50) | 66.2(50") | 6.2x10°(50°)
2.0 (60°) | 66.5(60°) | 5.9x 10°(60°)

(S) Seletividade: Ampicilina sintetizada / D(-)-FG produzida; (R) Rendimento: Ampicilina sintetizada / Ester
consumido por BM (%); (P) Produtividade: Ampicilina sintetizada (mmol)/ Ul/min.
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A partir dos resultados apresentados na Tabela 16 pode ser verificado que
maiores rendimentos sdo alcangados quando se aumenta a concentragdo de 6-APA frente a
concentragdo de éster. No experimento 1 (100 mM de 6-APA e¢ 50 mM de éster), o
rendimento foi de 62% caindo a 56% com o aumento de éster para 150 mM (experimento 2).
A medida que se aumentou a concentragio de 6-APA o rendimento foi favorecido, passando
de 56% a 72% (300 mM de 6-APA e150 mM de éster — experimento 9).

O efeito favoravel do 6-APA no rendimento de sintese foi verificado apenas até
150 mM de éster. Nos experimentos realizados com concentragdo acima de 150 mM
(experimentos 11 e 13) notou-se uma queda de rendimento, passando de 72% a 62%. Esse
resultado ja era esperado, pois como ja foi visto anteriormente, a medida que a razdo 6-
APA/éster diminui mais éster estard disponivel no meio reacional favorecendo desta forma a
reacdo de hidrolise e desfavorecendo a seletividade da reagao.

Resultados obtidos por Gongalves, 2001, mostraram que a hidrélise da
amoxicilina sofre inibicdo para altas concentragdes de 6-APA e éster. Ferreira 1999, também
verificou que a hidrélise da ampicilina ¢ fortemente inibida na presenga de éster metilico. Nos
resultados aqui apresentados esse efeito inibitorio também foi verificado quando se utilizou
alta concentragdo de ambos os substratos. Nos experimentos 1 ¢ 9 a razdo 6-APA/éster foi
mantida, porém o rendimento teve um aumento passando de 62% para 72%. Seletividade e
produtividade também foram favorecidas variando de 1,7 a 2,6 ¢ 2,1 x 10°a4,4x 107

Comparando os experimentos realizados em meio homogéneo com os
realizados em meio heterogéneo (semeando cristais de ampicilina ¢ D(-)-FG no inicio da
reacdo) s6 foram verificadas variacdes negativas de rendimento e seletividade nos
experimentos 9 e 10 onde o rendimento passou de 72% a 69% e a seletividade de 2,6 para 2,2.
Em todos os outros experimentos (2 ¢ 3, 6 ¢ 7, 11 e 12) o efeito foi positivo, porém com

pequenas variagdes. Nota-se, em todos os experimentos em meio heterogéneo, uma melhora
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bastante significativa na produtividade da reagdo chegando a alcancgar valor 1,6 vezes superior
(experimento 2 — 4,2 x 10” e experimento 3 — 6,9 x 10™). Com os resultados apresentados
ndo foi verificado um possivel efeito inibitério dos produtos na reagdo de sintese de
ampicilina.

A Figura 48 apresenta o perfil de concentracdo de reagentes e produtos na
mistura reacional onde se alcancou o melhor conjunto de resultados para rendimento,

seletividade e produtividade, com desvios-padrao de triplicata. (experimento 12).
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Figura 48 — Perfis de concentragdo de reagentes e produtos obtidos em sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH
6,0. Cinicial: 6-APA 300 mM, éster etilico 200 mM, ampicilina 60 mM e D(-)-FG 60 mM. 15 UI/mLgcyor-
(A) Concentragao total na mistura reacional, (B) Concentracdo de D(-)-FG e ampicilina em solugdo (Total = cristais +
soluveis).

A Figura 48 B nos mostra mais uma vez o perfil crescente da concentragdo de
ampicilina e D(-)-FG em solu¢do com o consumo de substrato.

Uma hipétese a ser verificada ¢ se uma possivel diferenga de grau de
cristalinidade e/ou estrutura cristalina do precipitado formado durante a sintese com relagao
aos cristais semeados no inicio da reagdo (produto comercial) poderia estar afetando a cinética
de cristalizacdo — e, portanto, a seletividade da sintese. Para testar essa hipdtese, uma nova

reacdo foi realizada semeando os cristais obtidos no laboratoério durante as sinteses anteriores.

A Figura 49 mostra os dados obtidos nesse ensaio. Mais uma vez, o mesmo perfil foi
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encontrado descartando a hipotese de diferenca na estrutura entre os cristais de ampicilina e

D(-)-FG comercial e os precipitados obtidos durante a sintese.
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Figura 49 — Perfis de concentragdo dos produtos obtidos em sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH 6,0.

Cinicial: 6-APA 300 mM, éster etilico 200 mM, ampicilina 50 mM e D(-)-FG 70 mM. 15 Ul/mLgeaor-

Concentragdo de D(-)-FG e ampicilina em solugdo (Total = cristais + solaveis).

Outra hipotese investigada foi de que o tempo estipulado para que o contetdo

de soluveis alcancasse o equilibrio ndo era suficiente, pois durante as reagdes esse tempo foi

fixado em 15 minutos. Dessa forma um ensaio foi realizado simulando as condi¢des

reacionais e utilizado os cristais de ampicilina e D(-)-FG comerciais. A Figura 50 mostra o

resultado obtido durante uma hora. Pode ser visto pela Figura apresentada que os 15 minutos

estipulados durante as reagdes foram suficientes para que os limites de solubilidade da

ampicilina e D(-)-FG fossem

alcancados.
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Figura 50 — Perfis de concentragdo dos reagentes e produtos da sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH 6,0.
Cinicial: 6-APA 300 mM, éster etilico 200 mM, ampicilina 60 mM e D(-)-FG 60 mM.

Descartadas as hipoteses de diferenca nas estruturas cristalinas e tempo
insuficiente para alcancar o limite de solubilidade, recaimos mais uma vez na hipoétese de que
o conteudo de alcool formado no meio reacional pode estar influenciando no aumento de
solubilidade dos compostos.

A Figura 51 apresenta o perfil de seletividade ao longo da reagdo. A
diminui¢ao da seletividade ao longo do curso da reagdo ¢ mais uma indicacdo que a alta razio
6-APA/éster contribui para a melhora na seletividade. Nota-se nessa curva um aumento de
seletividade no inicio da reagdo. Esse aumento inicial pode ser atribuido a possiveis efeitos

difusivo das moléculas de D(-)-FG e ampicilina no catalisador.
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Figura 51 — Perfis da seletividade em sintese enzimatica de ampicilina a 25°C, pH 6,0. Cinicial: 6-APA 300 mM,
éster etilico 200 mM, ampicilina 60 mM e D(-)-FG 60 mM. 15 UI/mLgcgor.

A Tabela 17 mostra os valores maximos de seletividade, rendimento e

produtividade obtidos nas sinteses de ampicilina com éster etilico a 25°C e pH 6,2.
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Tabela 17 — Resultados obtidos nas sinteses de ampicilina com o éster etilico e pH 6,2 utilizando como

catalisador alginato-PGA-agarose 6BCL.
6-APA | Ester | AMP | D(-)-FG R

(mM) | (mM) | (mM) (mM) S (%) P (mmol/Ul/min)
14 100 50 - - 1,7(30°) | 62,5(30%) 2,6 x 107 (307
15 100 150 - - 1,1 (30°) | 53,1 (30" 4,5 x 10 (30%)

0,8(30°) | 453(30°) | 6,9x107(30%)

16 100 | 150 | 60 60 | 08 40") | 43.4 (40" | 7.0x 10°(40)

1,1 (40°) | 53,3(40°) | 7.8x 107 (40°)

171 150 1 300 J - 0.9 (60°) | 48.2(60°) | 6.9 x 10°(60°)

1,8 (50°) | 63,6(50°) | 2,1x107(50°)

18 200 >0 ) ) 2,0(70°) | 66,7(70°) | 1,9 x 10°°(70°)

1,5(40%) | 59,8(40°) | 5,1x 107 (40%)

1912001 150 - - 2.0 (50°) | 66.4(50°) | 5.0x10°(50°)

1,2(40°) | 55,4 (40°) | 7,8x 107 (40)

20| 20001 150 1 60 601 13(50) | 573(50") | 6.9x107°(50%)
2.5(40) | 712(40°) | L6 x 10°(40°)

21 3000150 i i 3.5(71°) | 77.7(71) | 1.6 x 105(71°)
22 | 300 | 150 | - i 2330 | 70.130°) | 52x 10°(30°)
b b _5 b

| a00 | 150 | eo 0 | 19G0) [656(07) | 5.7x10°(0)

2,1(70°) | 67,4(70°) | 5,5x 107 (70%)

2,0(50°) | 67,1(50°) | 6,5x 107(50°)

24 300 | 200 - - 1,9 (100°) | 65,9 (100°) | 5.3 x 10°°(100")

1,7(40°) | 63,0(40°) | 8,6 x 10 (40")
26 300 | 200 60 60 2,3(50°) | 69,6 (50°) | 8,1x107(50%)
2,1(70°) | 68,0(70°) | 6,9 x 10°(70%)

1,8(30°) | 63,8(30°) | 8,8x10° (30°)
1,7 (40°) | 63,1(40°) | 8,5x 107 (40%)
1,6 (50°) | 61,9(50°) | 8,3 x 107 (50")
1,8(60°) | 64,8(60°) | 7,9 x 107 (60%)

26 300 300 - -

(S) Seletividade: Ampicilina sintetizada / D(-)-FG produzida; (R) Rendimento: Ampicilina sintetizada / Ester
consumido por BM (%); (P) Produtividade: Ampicilina sintetizada (mmol)/ Ul/min.

Comparando os resultados obtidos nos dois pHs (Tabelas 16 e 17) verifica-se
que as sinteses realizadas em pH 6,0 favoreceram a melhora do rendimento e seletividade
enquanto que a produtividade foi favorecida a pH 6,2. Experimentalmente, ja foi observado
que pHs maiores diminuem a adsor¢do do nucleo no sitio ativo da enzima e esse efeito
desfavorece a reagdo de sintese. Por outro lado, pHs maiores também favorecem a dissociacao
do NH; do 6-APA na direcdo da forma desprotonada, condi¢do necessaria para que ocorra o
ataque nucleofilico do 6-APA ao complexo acil-enzima, favorecendo a reacao de sintese. Nos

resultados apresentados, a produtividade foi fortemente favorecida quando se realizaram as
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sinteses no pH 6,2. Esse efeito foi bem menos significativos nos experimentos onde a

concentragdo de éster era baixa (experimentos 1 e 14,2 e 15,5 e 18 e 8 e 21).

4.4.6 - SINTESE DE AMPICILINA — BATELADA ALIMENTADA

Como etapa final dos ensaios de sintese uma rea¢do em batelada alimentada foi
realizada. De acordo com resultados obtidos por Ribeiro, 2006, trés estagios distintos podem
ser claramente vistos em uma operacao 6tima do reator.

No primeiro estagio, ¢ alcancada a saturacdo de ampicilina e D(-)-FG e a
concentracdo de éster € aumentada a fim de aumentar a velocidade de sintese de ampicilina.
No segundo estagio, as concentracdes de substratos e produtos na fase aquosa permanecem
constantes, ou quase constantes, no caso do éster. Assim, as velocidades de reagdo sao
mantidas constantes em um ponto de alta seletividade (sintese/hidrélise). No terceiro e ultimo
estagio, a alimentacdo de éster ¢ aumenta e a alimentacdo de 6-APA ¢ reduzida de forma a
minimizar sua concentracao no reator, pois este ¢ o reagente de maior custo.

A primeira parece ser uma fase de transi¢ado onde os produtos alcancam o
limite de solubilidade e comecam a cristalizar € os reagentes a manter uma concentragdo onde
haja maior seletividade. Esta fase pode ser retirada do processo industrial, comecando a
reacdo com reator semeado de produtos, isto €, com o reator no limite de solubilidade dos
produtos e, portanto ja na segunda fase onde a produgdo de antibiotico se da de maneira
continua e em estado quase estacionario. Nesta fase, quando os produtos ja estao cristalizados,
e, portanto suas concentragdes em solucao sdo constantes e iguais aos limites de solubilidade,
a seletividade aumenta com a concentragao de 6-APA.

O experimento de sintese de ampicilina em batelada alimentada foi realizado a

partir de éster etilico de D(-)-fenilglicina (200 mM) e do 6-APA (300 mM) a 25°C e pH 6,0
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utilizando como catalisador alginato-PGA-agarose 6BCL. Cristais de ampicilina (60 mM) e
D(-)-FG (60 mM) foram semeados no inicio da reagdo. Uma maior quantidade de
biocatalisador, quando comparado ao experimento em batelada, foi empregada para tentar
diminuir o tempo de reagdo. Alimentagdo dos reagentes em estado so6lido foi realizada em
forma de pulso, o que gera uma queda brusca do pH. Neste caso, adi¢do manual de NaOH,
para ajuste de pH, foi realizada durante toda a sintese, sendo o volume adicionado anotado e o
controle foi realizado com o auxilio de uma proveta.

A Figura 52 mostra os perfis de concentragcdo de substratos e produtos obtidos

na sintese de ampicilina em reator semi-continuo.
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Figura 52 - Perfis de concentracdo dos reagentes e produtos da sintese enzimdtica de ampicilina em reator semi-
continuo com alimentacdo de reagentes em pulsos a 25°C, pH 6,0. Cinicial: 6-APA 300 mM, éster etilico 200
mM, ampicilina 60 mM e D(-)-FG 60 mM. 21,4 Ul/mLgeaor

A seletividade inicial (S = 3,5 em 30°) obtida foi maior que a encontrada no
experimento em batelada (S = 2,5 em 70°), porém ainda ficou um pouco inferior a
seletividade (S = 4) encontrada por Ferreira, 2004, utilizando biocatalisador industrial
(Recordatti) envolto em pectina na sintese de ampicilina com éster metilico a 25 °C e pH 6,5.

Ao longo da reacdo, a seletividade foi decrescendo e seu valor alcangou um valor minimo de
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2,0 em 4 horas de reagdo, permanecendo constante até o término da reacdo em 5 horas. A

Figura 53 mostra o perfil encontrado para seletividade da reacdo em batelada alimentada.
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Figura 53 — Perfil da seletividade em sintese enzimatica de ampicilina em reator semi-continuo a 25°C, pH 6,0.
Cinicial: 6-APA 300 mM, éster etilico 200 mM, ampicilina 60 mM e D(-)-FG 60 mM. 21,4 UI/mLgcaor-
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5 - CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos durante a realizacao deste trabalho, as principais
conclusodes foram:

& Durante as sinteses de ampicilina em meio homogéneo utilizando catalisador
industrial Recordatti, a utilizagdo de éster etilico de D-fenilglicina (EEFG), além de
ndo reduzir a velocidade de sintese de ampicilina, também diminuiu a velocidade de
hidrolise do éster, mostrando grande potencial para aumentar a seletividade da rota
enzimatica. Além disso, o subproduto da sintese ¢é etanol, menos impactante
ambientalmente que outros alcodis;

& O biocatalisador agar-agarose com didmetro médio de 1,3 + 7 x10” mm foi testado na
sintese de ampicilina, com os ésteres metilico e etilico em dois valores de pH (6,2 e
6,5) e os resultados mostraram que o éster etilico apresentou rendimentos e
seletividades melhores que o éster metilico de fenilglicina sendo o pH 6,2 mais
favoravel a sintese;

% PGA imobilizada e, em seguida, envolvida em gel de alginato 2% com 2,1 + 6 x 10
mm de diametro e PGA imobilizada em particulas de agarose ME 10% (m/m) com 1,4
+ 8 x 10 mm de didmetro foram testadas na sintese de ampicilina com cristalizagdo
simultdnea dos produtos em trés diferentes pHs (6,0; 6,2 e 6,5) utilizando os ésteres
metilico, etilico e isopropilico com excesso de 6-APA e temperatura de 25°C.
Avaliando de forma global seletividade, rendimento e produtividade concluiu-se que
uma estratégia promissora seria realizar a sintese utilizando éster etilico, catalisador
alginato-PGA-agarose 6BCL em pH 6,2. As reagdes também foram realizadas com

excesso de éster, porém a seletividade foi drasticamente reduzida;
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% No estudo cinético, sinteses foram realizadas em varias condi¢des iniciais de
concentragdo de substrato (6-APA e EEFG) em pH 6,0 ¢ 6,2 com o catalisador
alginato-PGA-agarose 6BCL. Em alguns casos cristais de ampicilina e D(-)-FG foram
semeados no inicio da reagdo. Maiores rendimentos ¢ seletividades foram alcangados
quando se aumentou a concentracdo de 6-APA frente a concentragdo de éster. Efeito
inibitério na hidrdlise do antibidtico foi verificado quando se utilizou alta
concentragdo de ambos os substratos. Em geral, os experimentos realizados em meio
heterogéneo (semeando cristais de ampicilina e D(-)-FG no inicio da reagdo)
favoreceram rendimento, seletividade e produtividade da reacdo. O pH mais baixo (pH
6,0) favoreceu a melhora do rendimento e seletividade enquanto que a produtividade
foi favorecida no pH mais alto (pH 6,2);

% A melhor condi¢do operacional obtida no estudo cinético foi utilizada para a sintese
em reator batelada alimentada, com alta concentragdo dos substratos. Uma melhora no
desempenho do reator com respeito a rendimento e seletividade foi alcangada;

% Os derivados utilizados nio perderam atividade depois dos intimeros ensaios de
sintese. O biocatalisador alginato-PGA-agarose 6BCL apresentou melhor resisténcia

mecanica que o catalisador PGA-agarose ME (10% (m/m)).
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APENDICE A

CARACTERIZACAO DOS ESTERES DE D(-)-FENILGLICINA

As Figuras A1 — A3 apresentam os espectros de massas dos ésteres metilico,

etilico e isopropilico apés recristalizagdo com acetato de etila.
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Figura A1 - Espectro de massa obtido para o éster metilico apods etapa de recristalizagéo.

m 1 1465825

M,
CCHCH3
oY

Ester Etilico de Fenilglicina

i i i i i | i B

i 0 K] ] ) W bl i 4 )

Figura A2 - Espectro de massa obtido para o éster etilico apds etapa de recristalizagio.
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Figura A3 - Espectro de massa obtido para o éstere isopropilico apos etapa de recristalizagao.

A caracterizagdo dos ésteres foi realizada pela andlise de seus espectros de
infravermelho (IV), ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e analise
elementar.

No espectro de infravermelho dos ésteres, observa-se o desaparecimento de
uma banda intensa entre 1550 ¢ 1650 cm™, referente & deformagio axial do grupamento
carboxilato caracteristico da carbonila do acido carboxilico da fenilglicina (Figura A4) e o
aparecimento de uma banda intensa entre 1710 ¢ 1750 cm™, referente a deformagdo axial da
ligagdo C=0 da carbonila de ésteres, confirmando a esterificagdo. As Figuras A5-A7 ilustram
os espectros de infravermelho dos produtos obtidos na sintese dos ésteres: metilico, etilico e

isopropilico, respectivamente.
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Figura A4 - Espectro de infravermelho da D(-)-fenilglicina.
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Figura A6 - Espectro de infravermelho obtido do produto da sintese do éster etilico de fenilglicina.
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Figura A7 - Espectro de infravermelho obtido do produto de sintese do éster isopropilico de fenilglicina

Os produtos de sintese também foram caracterizados pela técnica de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H). No espectro obtido do produto da
sintese de éster metilico, (Figura AS), observa-se um sinal em 7.26 ppm referente aos protons
do anel aromatico, um singleto em 3.71 ppm referente ao proton do carbono o do grupamento

amina e um singleto em 1.58 ppm referente aos prétons metilénicos.
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No espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio obtido da sintese
do éster etilico (Figura A9), observa-se um multipleto entre 7.26 ¢ 7.53 ppm, referente aos
prétons do anel aromatico, um singleto em 5.10 ppm referente ao hidrogénio do carbono o ao
grupamento amina, um quadrupleto em 4.14 ppm referente aos hidrogénios do grupo CH; do

radical etila, e um tripleto em 1.16 ppm, referente aos hidrogénios do grupo CHjs da etila,

conforme apresentado na Figura AS.
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Figura A9 - Espectro de RMN 1H obtido do produto de sintese do éster etilico de fenilglicina.
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O espectro de RMN 'H do produto da sintese do éster isopropilico de

fenilglicina (Figura A10), apresentam um multipleto entre 7.26 e 7.51 ppm, referente aos

hidrogénios do anel aromdtico, um multipleto entre 5.01 ¢ 5.04 ppm, referente aos

hidrogénios do grupo CH do radical isopropil e do carbono a do grupamento amina, além de

dois dupletos em 1.23 e 1.07 ppm referente as metilas do grupo isopropil.
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Figura A10 - Espectro de RMN 'H obtido do produto de sintese do éster isopropilico de fenilglicina.
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APENDICE B

B.1 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) - PARTICULA
INTEIRA ANTES DAS SINTESES
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B.2 - MICROSCOPIA ELETRONICA E VARREDURA (MEV) - CORTE DA
PARTICULA ANTES DAS SINTESES
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B.3 - MICROSCOPIA ELETRONICA E VARREDURA (MEV)-PARTIiCULA
INTEIRA APOS SINTESES
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B.4 - MICROSCOPIA ELETRONICA E VARREDURA (MEV) - CORTE DA
PARTICULA APOS SINTESES
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