UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

PRODUCAO E PURIFICACAO DE
PENICILINA G ACILASE

LAURA MARINA PINOTTI

SAO CARLOS - SP
2003



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

PRODUCAO E PURIFICACAO DE
PENICILINA G ACILASE

Laura Marina Pinotti

Orientadora: Prof®. Dr". Raquel de Lima Camargo Giordano

Tese de doutorado
apresentada ao Programa de
Po6s Graduagdo em Engenharia
Quimica da  Universidade
Federal de Sao Carlos como
parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do
titulo de Doutor em Engenharia
Quimica, area de concentracao
em Pesquisa e
Desenvolvimento de Processos
Quimicos.

Sdo Carlos

2003



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

P657pp

Pinotti, Laura Marina.

Producéo e purificagao de penicilina G acilase / Laura
Marina Pinotti . -- Sao Carlos : UFSCar, 2003.

270 p.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sdo Carlos,
2003.

1. Tecnologia de enzimas. 2. Penicilina G acilase —

fermentacao. 3. Penicilina G acilase — purificagéo. 4. Bacillus
megaterium. 5. Escherichia coli. I. Titulo.

CDD: 660.634 (20%)




“Os pescadores sabem que o mar € perigoso
¢ a tormenta, terrivel. Mas este conhecimento nao os
impede de fazer-se ao mar.”

Vincent Van Gogh



Dedico este trabalho aos meus pais, Danilo e
Leonilda, ¢ a minha irmda M¢éri por todo o
apoio e incentivo durante todos esses anos.



MEMBROS DA BANCA EXAMINADORA DA TESE DE DOUTORADO DE
LAURA MARINA PINOTTI, APRESENTADA AO PROGRAMA DE POS
GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA DA UNIVERSIDADE DE SAO
CARLOS, EM 26 DE JUNHO DE 2003.

BANCA EXAMINADORA:

Prof*. Dr. Raquel de Lima Camargo Giordano
(Orientadora, PPG- EQ/UFSCar)

Prof. Dr. Carlos Osamu Hokka
(PPG-EQ/UFSCar)

Prof. Dr. Alfredo Eduardo Maiorano
(IPT)

Prof®. Dr*. Telma Teixeira Franco

(FEQ-Unicamp)

Prof®. Dr*. Heloisa Sobreiro Selistre de Araujo
(DCF/UFSCar)



AGRADECIMENTOS

Ao final deste trabalho quero agradecer a todas as pessoas que foram
essenciais na realizagdo deste, em especial a minha familia, que fizeram tudo para
que eu chegasse até aqui.

A minha orientadora Raquel de Lima Camargo Giordano pela enorme
ajuda tanto cientifica como pessoal, incentivo, dedicacdo e orientagao.

Aos professores Roberto de Campos Giordano, Carlos Osamu Hokka e
Teresa Zangirolami pelas sugestdes apresentadas.

Aos professores Heloisa Selistre de Aratjo, Luis Fonseca e Miguel
Prazeres pela orientagdo e oportunidade de realizacdo de estagio em seus
departamentos.

Aos amigos de trabalho, Paulinho, Rosi, Andréa, Anny, Adriano, Vanessa,
Kamilla, Juliana, Grezielly, Tony, Edson, Marcelo e Angélica que foram colegas e
amigos ao longo de todos esses anos.

Aos queridos amigos Guto, Siddo, Denise, Fernando, Sarah, Romilda,
Juan, Carlos, Karina, Erica, Fabio, Rafael e Jodo pela amizade, carinho,
compreensao € companheirismo.

Ao meu querido Andy, que ha tdo pouco eu conhego, mas que ja foi o
suficiente para me transmitir muito amor, carinho e ajuda.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para a conclusdo deste
trabalho.

A Fapesp pelo apoio financeiro.

Recebam todos o meu mais profundo afeto

Obrigada.



il

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo principal estudar o processo de produgao
e purificagdo de PGA de B. megaterium. A producdo foi estudada em frascos
agitados e/ou fermentador, abordando-se os seguintes aspectos: estudo da pureza
da cultura, padronizagdo e conservagdo do indculo, otimizacdo do tempo total de
cultivo (germinacao/propagacdo e producao), volume do indculo, requerimentos
nutricionais do B. megaterium para a producdo da enzima, pH, concentracido de
oxigénio dissolvido e modo de alimentacdo. A partir desses ensaios concluiu-se
que a conservagdo do microrganismo em criotubos, na presenga de glicerol,
mostrou ser eficiente. Tempo de germinagao de 11 horas e 24 horas na etapa de
producdo sdo os suficientes para atingir maxima producdo da enzima. Quanto ao
volume de indculo, 3 mL de indculo/75 mL de meio (10® esporos/mL de indculo),
em frascos de 500 mL, foram as condi¢des 6timas encontradas para produgio
deste. Diferentes fontes de carbono e nitrogénio foram estudadas e verificou-se
que glicose, glicerol e concentracdes de aminoacidos acima de 10,0 g/L reprimem
a sintese da enzima e que a maior producdo de PGA por B. megaterium ocorre
quando o microrganismo cresce consumindo aminoacidos livres, 4cido fenil
acético (indutor), na presenga de algum fator presente no soro de queijo. Os
diferentes componentes do soro de queijo foram investigados e verificou-se que
nenhum dos macronutrientes ¢ o responsavel pelo significativo efeito do soro na
producdo da enzima. Este trabalho permitiu o aumento das atividades enzimaticas
de 56 UI/L e 8,6 Ul/g célula, obtidas no primeiro ensaio realizado com o indculo
padronizado, para 220 UI/L e 65 Ul/g célula com as seguintes condigdes: 10 g/L
de aminoécidos, 19,6 g/L de soro de queijo, 0,4 g/L de sais, 2,7 g/L de acido fenil
acético (AFA), pH inicial 8,0, auséncia de controle de pH, adicdo de AFA no
inicio do cultivo e controle de oxigénio dissolvido proximo de 20% da saturacio.

Foi também realizado, durante estagio em Portugal, estudo de producao de
PGA por Escherichia coli, visando estudo posterior da técnica de adsor¢do em
leito expandido e comparagdo das condi¢des de produgdo da enzima por E. coli
com as utilizadas para B. megaterium. A maxima produ¢do de enzima obtida foi
de 400 UI/L. As mesmas condi¢gdes operacionais utilizadas para E. coli foram

testadas para B. megaterium e ndo resultaram na producdo de enzima.
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No estudo da concentracdo e purificagdo da enzima produzida por B.
megaterium foi otimizada a técnica de precipitagdo com etanol, cujo estudo se
iniciou em trabalho prévio, e estudadas as técnicas de ultrafiltracdo e adsor¢do em
leito expandido (A.L.E). A ultrafiltragdo conseguiu concentrar a enzima até
atividade final 1541UI/L. A temperatura mostrou ser uma variavel importante,
conseguindo-se evitar inativagdo térmica da enzima concentrada realizando-se a
técnica a 4°C. No processo de precipitagdo com etanol, os melhores resultados
foram obtidos com vazado de 0,03 mL/s para os 22 mL iniciais de etanol e de 0,25
mL/s para os 98 mL de etanol restantes, com ajuste do pH do caldo para 6, sem a
realizacdo prévia de didlise. Na aplicagdo da adsorcdo em leito expandido a
capacidade de ligacdo dinamica encontrada para a PGA em caldo clarificado foi
proxima de 5 UI/ mL de gel, com recuperagao global de 30 % da enzima inicial.
Valor similar para a capacidade de ligacao dindmica foi encontrado para PGA de

E. coli.
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PRODUCTION AND PURIFICATION OF PENICILLIN G ACYLASE

ABSTRACT

The main objective of the present work was the study of PGA of B.
megaterium production process and purification. The following production
aspects were investigated in flasks and/or fermenter: the study of the purity of the
culture, the standardization and the conservation of the inoculum, the optimization
of the total time of cultivation (germination/propagation and production), the
volume of the inoculum, the nutritional requirements of the B. megaterium for the
production of the enzyme, the pH, the concentration of dissolved oxygen and the
nutrients feeding mode. It was concluded that the conservation of the
microorganism in cryovials, in presence the glycerol, showed to be efficient. The
germination took 11 hours and the production, 24 hours, which is enough time for
the process to reach the maximum production of the enzyme. With respect to the
inoculum volume, 3 mL of inoculum/75 mL of medium (10° espores/mL of
inoculum), in flasks of 500 mL, were found to be the appropriate conditions for its
production. Different sources of carbon and nitrogen were studied and it was
verified that glucose, glycerol and concentrations of amino acids above 10.0 g/L
repress the synthesis of the enzyme. The largest production of PGA for B.
megaterium occurs when the microorganism grows consuming free amino acids,
phenylacetic acid (inductor), in the presence of some factor present in the cheese
whey. The different components of the cheese whey were investigated and it was
verified that none of the macronutrients is responsible for the significant effect of
the whey on the production of the enzyme. This work allowed an increase on the
enzymatic activities from 56 UI/L and 8,6 Ul/g cell, obtained in the first
experimental run with the standard inoculum, to 220 UI/L and 65 Ul/g cell with
the following conditions: 10 g/L. of amino acids, 19,6 g/L of cheese whey, 0,4 g/LL
of salts, 2,7 g/L phenylacetic acid (AFA), initial pH 8,0, absence of pH control,
addition of AFA in the beginning of the cultivation and control of dissolved
oxygen around 20% of the saturation.

During a research stage in Portugal, an investigation on the PGA

production by Escherichia coli was also carried out in order to study the technique



of adsorption in expanded bed and comparison of the conditions of production of
the enzyme for E. coli with those used for B. megaterium. The maximum PGA
production using E. coli was 400 UI/L. The same operational conditions used for
E. coli were tested for B. megaterium and they didn't result in the enzyme
production.

In the study of the concentration and purification of the enzyme produced
by B. megaterium, the ethanol precipitation technique was optimized. In addition,
the ultrafiltration and adsorption in expanded bed (EBA) techniques were also
studied. Using ultrafiltration, at 4°C, enzyme concentrations up to 1541UI/L was
reached, without thermal inactivation. The optimization of the previously study
conditions results in: flow rate of 0.03 mL/s for the initial 22 mL of ethanol and
0.25 mL/s for the 98 mL of remaining ethanol, with adjustment of the pH of the
broth for 6, without the previous dialysis. In the application of the adsorption in
expanded bed the dynamic binding capacity found for PGA in clarified broth was
about 5 Ul / mL of adsorbent, with recovery of 30% of the initial enzyme. A

similar value for the dynamic binding capacity was found for PGA of E. coli.
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1. Introducio

As enzimas tém sido usada em sua forma nativa ha séculos na industria de
alimentos, e mais recentemente, gragas a avangos tecnologicos, nas industrias
farmacéuticas e quimica. O desenvolvimento das modernas técnicas
biotecnoldgicas aliadas a grande oferta de recursos computacionais nos coloca
diante da chamada “revolugdo biotecnoldgica”, na qual prevé-se um crescimento
do mercado de enzimas industriais de $395 milhdes em 1997 para $731 milhoes

em 2004 (Frost e Sullivan — www.frost.com). A Penicilina G Acilase ¢ um

eloquente exemplo de substituicdo progressiva de processo quimico por
enzimatico, sendo a segunda enzima mais usada industrialmente no mundo na
forma imobilizada, abaixo somente da glicose isomerase (Ospina, 1992).

A principal aplicagdo da penicilina G acilase (PGA) ¢ na hidrdlise da
penicilina G e cefalosporina para a produgdo dos acidos 6-aminopenicilanico (6-
APA) e 7-aminocefalosporanico (7-ACA), que sdo compostos chave na produgio
industrial de antibidticos [B-lactdmicos semi-sintéticos, tais como ampicilina,
amoxicilina e cefalexina. Esses antibidticos tém ampla aplicacdo como agentes
terapéuticos, o que faz com que continue crescendo a producao mundial de 6-
APA (Shewale e Sivaraman, 1989).

Dentre os microrganismos produtores desta enzima, Bacillus megaterium é
um dos poucos que a produz de modo extracelular, o que torna particularmente
interessante o estudo do processo de producdo dessa enzima utilizando este
microrganismo, pois os procedimentos de purificacdo tornam-se sobremaneira
simplificados, e, consequentemente menos caros.

Ha algum tempo, a 4rea de Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSCar
possui uma linha de estudo voltada para a produc¢do da enzima penicilina G
acilase por Bacillus megaterium, visando ao entendimento do processo. Essa linha
faz parte do projeto integrado financiado pelo PADCT-94, quando se iniciou o
estudo da engenharia global dos processos relacionados com penicilina G acilase

(produgdo, purificacdo, imobilizagdo e aplicagdo). O primeiro trabalho nessa linha


http://www.frost.com)/

foi desenvolvido por Hojo, 1997, que realizou estudos preliminares de producao
(defini¢do do tempo de incubagdo, armazenamento da enzima, concentragdes
iniciais do meio de cultura) e o efeito dos varios componentes do meio
simultaneamente na producao da enzima. Trabalhos subsequentes estudaram o uso
do soro de queijo como fonte de carbono (Berazain,1997), a influéncia da
concentragdo de oxigénio dissolvido (Visnardi,1997), a concentracdo de nutrientes
chave (Inocéncio, 2002) e a influéncia da composi¢do dos aminodcidos na
produgdo da enzima (Souza, 2003). Também foram desenvolvidos trabalhos que
utilizaram técnicas computacionais com o intuito de simular variaveis do processo
de produ¢do de PGA por B. megaterium (Nucci, 2003 e Silva, 2003).

Pinotti, 1999, ao desenvolver o trabalho de dissertacdo de mestrado, que
tinha como objetivo imobilizar e comparar os derivados obtidos de PGA de B.
megaterium com os ja estudados de PGA de E. coli, precisou realizar um extenso
trabalho exploratorio na producdo de PGA para obter concentragdes suficientes
para imobilizar a enzima. As conclusdes obtidas nesse trabalho exploratorio,
juntamente com a importancia da enzima motivaram a realizacdo desta tese.

Uma das principais constatacdes foi a limitagdo do crescimento do
microrganismo por um ou mais nutrientes, que se acreditava nao ser nem a fonte
de nitrogénio ¢ nem a fonte de carbono, uma vez que se atingiu baixa
concentragdo celular com grandes concentragdes residuais dessas fontes. Foi
também conclusdo do trabalho exploratdrio que o uso da lactose presente no soro
de queijo como fonte de carbono conduziu aos melhores resultados na producao
da enzima, tanto por evitar o efeito repressivo da glicose, como pela presenca de
algum outro nutriente no soro de queijo.

Tomando como base essas constatagdes, esse trabalho teve como objetivo
determinar as condi¢des mais adequadas para se atingir altas produgdes de PGA
no meio de fermentagdo e posteriores fatores de concentracdo da enzima na
solu¢do final a ser utilizada. Para isso, planejou-se estudar diferentes composi¢des
do meio de cultura e condi¢des operacionais de cultivo em frascos agitados e
fermentador. Na etapa de purificagdo/concentragdo programou-se otimizar a
técnica de precipitacdo com etanol, cujo estudo se iniciou no mestrado, e estudar

a técnica de ultrafiltragdo. Posteriormente incluiu-se também neste programa o



estudo da técnica de adsorcdo em leito expandido, bem como estudos de

clonagem do gene PGA de B. megaterium.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Penicilina G Acilase

A Penicilina G Acilase (penicilina amidase ou penicilina amino hidrolase
E.C 3.5.1.11) ¢ uma enzima de grande importancia comercial, usada amplamente
na producdo industrial de acido 6-aminopenicilanico (6-APA) a partir da hidrélise
de Penicilina G (Shewale e Sivaraman,1989). Embora a conversao microbiana da
penicilina G em 6 APA seja conhecida por quase 5 décadas, a aplicacdo industrial
da Penicilina G Acilase (PGA) foi introduzida com sucesso somente nos ultimos 8
anos, devido ao fato que a produgdo eficiente da enzima e sua recuperacio nio era
disponivel ha uma década atras (Bruggink et al, 1998). A Figura 2.1 mostra a

hidrélise da penicilina G catalisada pela PGA para a producgao de 6-APA.
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Figura 2.1. Hidrolise enzimatica da Penicilina G.



O 6-APA oriundo desta reagao ¢ o componente chave para a sintese de
numerosas penicilinas semi-sintéticas, sendo que estas apresentam maior
estabilidade, melhor adsor¢do e apresentam também menor numero de reagdes
laterais que as penicilinas naturais, encontrando, portanto, uma maior aplicacao
como agentes terapéuticos. Mais de 15 penicilinas semi-sintéticas derivadas do 6-
APA sdo comercializadas atualmente, porém a ampilicina e amoxicilina sdo de
maior importancia comercial (Illanes et alli., 1994).

Esse componente intermediario (6-APA) também pode ser obtido da
hidrdlise da penicilina V, mas nesse caso a enzima preferencialmente utilizada ¢ a
penicilina V acilase. Dentre as penicilinas acilases existentes, a penicilina G e V
acilases sdo as mais importantes e dependendo da fonte a partir da qual a enzima
foi isolada, esta pode ser classificada em dois tipos: 1) as penicilinas acilases
provenientes de bactérias, que tem maior afinidade para hidrolisar a Penicilina G
e; 2) as enzimas provenientes de actinomicetos e fungos, que preferencialmente
hidrolisam penicilina V (Chiang e Bennett, 1967; Savidge,1984; ). A diferenca
dessas enzimas na especificidade ao substrato se deve a natureza da cadeia lateral
ligada ao 6-APA. A escolha de produgdo de uma penicilina acilase recai
geralmente em Penicilina G acilase, que ¢ mais comumente encontrada.

A Penicilina G acilase pode ser obtida de vérios microrganismos,
ocorrendo principalmente em bactérias e, somente como excecdao, em fungos e
leveduras (Shewale e Sivaraman, 1989). As bactérias mais conhecidas produtoras
sdo a Escherichia coli, Proteus rettgeri, Alcaligenes faecalis, Bacillus megaterium
e espécies de Pseudomonas e Micrococcus (Senthilvel e Pai,1996; Ospina,1992).
Na Tabela 2.1 ¢ apresentado algumas empresas que utilizam diferentes

microrganismos para a producao de PGA.

Tabela 2.1. Algumas empresas e seus respectivos microrganismos produtores de

enzima penicilina G acilase e forma da enzima intra ou extra celular

(Savidge,1984).

Empresa microrganismo tipo de enzima

BAYER Escherichia coli intracelular

SQUIBB Bacillus megaterium extracelular




PFIZER Proteus rettgeri intracelular
KYOWA HAKKO Kluyvera citrophila intracelular

Devido ao fato da enzima ser produzida por diferentes microrganismos,
esta apresenta caracteristicas e propriedades diferentes. Trabalhos encontrados na
literatura caracterizam parametros cinéticos e certas propriedades, tais como pH
da reacdo, temperatura, tipo de reator, tempo de meia vida e produtividade dessas
diferentes enzimas. A Tabela 2.2 apresenta valores de Km das penicilinas G

acilases de diferentes fontes. O substrato utilizado foi a Penicilina G.

Tabela 2.2. Comparagado dos valores de Km das penicilinas G acilase de diferentes

microrganismos (Savidge e Cole,1975).

Microrganismo Km (mM)
E. coli ATCC 9637 7,7

E. coli NCIB 8743% 0,62
Enzima cristalina de E. coli 0,02
E.coli NCIB 8743 A imobilizada 30,0

B. megaterium 4,5

Também pode-se observar na Tabela 2.3 comparacdes das constantes

cinéticas de penicilinas G acilases produzidas por B. megaterium ¢ E. coli.

Tabela 2.3. Comparacdo das constantes cinéticas das penicilinas G acilases
produzida por E. coli e B. megaterium, onde os dados da E. coli foram obtidos a
pH 8,0 e 37° C e os do B. megaterium foram obtidos a pH 8,7 ¢ 37° C (Savidge e
Cole, 1975).

Parametro E. coli NCIB 8743 B. megaterium
ATCC 14945

Vmax(pmols 6 APA/min/mg) 7,1 1,1

Km (mM ) 0,67 4,5

Ki 6APA (mM) 7,1 26




Ki 4cido fenil acético (mM) 4,8 450

Ki benzil penicilina (mM) 270 ndo inibe

Com relagdo as penicilinas G acilases provenientes do B. megaterium e da
E. coli, elas sdo inibidas pelo produto, competitivamente pelo acido fenil acético e
ndo competitivamente pelo acido 6-aminopenicilanico. Deve-se observar também
que a penicilina G inibe a enzima produzida por E. coli (Ryu et alli; Littly et alli.
apud Suga et alli, 1990 ; Savidge e Cole, 1975).

Quanto a temperatura e pH 6timos de reacdo, os valores estdo comumente
na faixa de 35-37° ¢ pH 7,8-8, dependendo da penicilina acilase utilizada
(Shewale e Sivaraman,1989). Esses valores foram encontrados utilizando
penicilinas acilases imobilizadas.

Pesquisas mais recentes concernentes a analise da estrutura da penicilina
G acilase proveniente de E. coli revelam que a enzima é produzida como um
precursor de cadeia unica consistindo de 846 residuos de aminoacidos no
citoplasma. O precursor ¢ entdo processado pela remog¢do de uma sequéncia de
sinais de 26 aminoacidos e um espacador com 54 aminoacidos, resultando numa
enzima “madura” que ¢ um heterodimero de cadeias A e B (209 e 557 residuos de
aminoacidos respectivamente) (Done et alli, 1998). Seu papel “in vivo”
permanece nado esclarecido, porém o fato que a expressao da enzima seja regulada
pelo acido fenil acético faz com que haja especulagdes que a enzima possa estar
envolvida na assimilacdo de componentes aromaticos como fonte de carbono
(Duggleby et alli,1995 ; Done et alli,1998).

Outra aplicacdo da penicilina acilase ¢ como catalisador na produgao
industrial de antibioticos B-lactamicos. A PGA ¢ um biocatalisador adequado
para a sintese cineticamente controlada de antibidticos semi-sintéticos em meios
aquosos, sendo que a amoxicilina e a ampicilina sdo obtidos pela condensagdo do
6-APA com amida ou éster de D(-)-4-hidroxifenilglicina e D(--fenilglicina,
respectivamente (Bruggink et alli, 1998).

A preparacdo desses antibioticos pelos métodos quimicos tradicionais vem
sendo substituida por métodos enzimaticos, j& que estes apresentam grandes

vantagens, tais como condi¢des amenas de reagdo e a nao utilizagdo de solventes



altamente toxicos. Porém, no processo enzimatico ocorre hidrolise do produto
formado bem como do éster/amida. Com o intuito de melhorar o rendimento de
sintese e diminuir a velocidade das reagdes paralelas vém sendo realizado diversos
trabalhos (Cardias et alli,1998 ; Gongalves et alli, 1998 ; Bruggink et alli,1998 ;
Gongalves et alli, 2000 ; Ferreira et alli, 2000 ; Gongalves et alli, 2002 a e b).

2.2. Bacillus megaterium

O Bacillus megaterium ¢ um microrganismo aerobio que apesar de ser
considerado um microrganismo proveniente do solo, pode ser encontrado em
alimentos desidratados, agua marinha, sedimentos, peixes e até mesmo em mel de
abelha (Vary,1994; Bergey,1974).

B. megaterium tem capacidade de esporulagdo e destaca-se dentro do
género bacilos pelo grande tamanho de suas células vegetativas e dos esporos, dai
a origem do seu nome. As células vegetativas mostram-se como cilindros com
extremidades arredondadas, apresentando diferentes dimensdes dependendo do
meio de cultura. Em agar nutriente variam de 1 a 1,3u por 2,5 a 6pu. Os esporos
apresentam-se elipsoidais ou centrais com dimensodes de 0,8 a 1,2 por 1,5 a 2p
(Murao et alli., 1964).

O Bacillus megaterium em agar nutriente cresce de forma ordenada,
abundante, liso, aparéncia gordurosa, translucido para opaco, branco leitoso para
amarelado, sem escurecimento com o tempo. O crescimento em placas mostra
formacao de colonias circulares, superficie rugosa, margens levemente onduladas,
aspecto macio, ndo espalhada, branco leitoso para amarelado ¢ levemente
aderente. Quando cultivado em caldo nutriente por 24horas a 30°C apresenta uma
ligeira turvacdo no meio com pouco sedimento (Murao et alli., 1964), e se
cultivado em meio de cultura por tempo prolongado sua coloragcdo pode variar
desde uma tonalidade marrom até preta (Bergey, 1974).

Quanto as propriedades fisioldlogicas, sabe-se que a temperatura 6tima de
crescimento estd em torno de 28° a 35°C, ndo ocorrendo nenhum crescimento a
45°C ou maior. O pH 6timo esta entre 7 a 8,5, e nenhum crescimento ocorre a pH

5 ou menor. Possui, também, forte capacidade para reduzir nitrato em nitrito,



produz amonia, forma &4cidos porém ndo forma gases em glicose, frutose,
galactose, maltose, sacarose e amido. Nenhum 4cido ¢ formado quando utilizado
arabinose, xilose, lactose, sorbitol, e inositol (Murao et alli,1964). Pode facilmente
digerir caseina, podendo se reproduzir em meios sem fatores de crescimento,
contando apenas com sais de amoénia ou nitrato e glicose como fontes de
nitrogénio e carbono, respectivamente (Bergey, 1974).

Segundo Vary,1994, sua importincia econdmica se deve ao fato de
produzir penicilina acilase, amilases, glicose desidrogenase, antibioticos
(emimicina, oxitanocina ), esteroide hidrolase, e ¢ o microrganismo aerébio maior
produtor de vitamina B12. Além disso ¢ usado crescentemente como hospedeiro
para expressdo de DNAs recombinantes, devido as diversas vantagens que
apresenta. A primeira delas ¢ pelo fato de apresentar as caracteristicas dos
Bacillus, ou seja, secreta proteinas facilmente, ndo tem endotoxina na parede
celular e ¢ industrialmente provado como um organismo que da excelentes
rendimentos com substratos baratos. A segunda delas ¢ que ndo apresenta
proteases alcalinas, pois estas interferem nas clonagens em Bacillus (Vary, 1994).

O Bacillus megaterium tem fascinado microbiologistas desde que foi
descrito ha mais de 100 anos atrés, especialmente pela sua fisiologia e sua ampla
extensdo de habitat ecologico. O tamanho grande das células vegetativas e dos
esporos o tornam adequados para andlises morfoldgicas, sendo que o B.
megaterium ¢ uma das poucas linhagens de bacilos que tem a largura maior que

lum.

2.2.1. Esporulacio e Germinag¢ao de B. megaterium

As bactérias que formam endosporos o fazem geralmente durante a fase
estaciondria em resposta as condi¢cdes ambientais e metabolicas. Quando
nutrientes tais como carbono ou nitrogénio tornam-se limitantes, endosporos
altamente resistentes sdo formados dentro da célula mae. Com muito pouca
frequéncia, algumas bactérias formam endosporos até mesmo quando nutrientes

estdo disponiveis. Embora endosporos nao sejam metabolicamente ativos, eles



podem sobreviver a longos periodos de escassez e sao mais resistentes a altas
temperaturas, radia¢do e algumas substancias quimicas toxicas (Black, 1996).

A formagdo do endosporo se inicia pela replicacdo do DNA formando um
material nuclear (axial nucleoid) longo, compacto, como mostrado na Figura 2.2.
Os dois cromossomos formados pela replicagdo separam-se € movem-se para
locais diferentes na célula. Em algumas bactérias o endosporo ¢ formado no meio
da célula e em outras no final. A maior parte do RNA celular e algumas moléculas
de proteina citoplasmatica juntam-se em torno do DNA para fazer o nucleo (core)
ou a parte viva do endosporo. O nucleo contém acido dipicolinico e ions célcio
que provavelmente contribuem na resisténcia ao calor. O septo do endosporo,
formado pela membrana celular, cresce ao redor do centro fechando este em uma
espessura dupla de membrana celular. Ambas as camadas dessa membrana
sintetizam peptoglicano e o liberam no espago entre as membranas, formando uma
camada laminada chamada de cortex. Essa estrutura protege o centro contra
mudangas de pressdao osmdtica, tais como aquelas resultantes de secagem. Uma
outra camada, formada de proteina queratina e chamada de capa (impenetravel
para muitas substancias quimicas), ¢ colocada em torno do cortex pela célula
mae. Finalmente, em alguns endosporos um exospério, uma membrana proteica-
lipidica, ¢ formada fora da capa pela célula mae.

Uma vez retornado as condi¢des favoraveis, um endosporo desenvolve
uma célula vegetativa, num processo chamado de germinagao, que ocorre em trés
estagios. O primeiro estdgio, que ¢ a ativagdo, usualmente requer algum agente
traumatico, tais como baixo pH ou calor, que danifica a capa. Sem a danificagao,
alguns endosporos podem germinar lentamente. O segundo estagio, que ¢ a
germinagdo propriamente, requer agua € um agente de germinagdo (tais como
alanina ou certos ions inorganicos) que penetram a capa danificada. Durante este
processo, muito do peptoglicano cortical ¢ rompido e seus fragmentos sdo
liberados no meio. A célula viva agora contém grandes quantidades de dgua e
perde sua resisténcia ao calor como também a sua refringéncia (capacidade de
brilhar muito com a luz do microscopio). E, finalmente, ocorre o crescimento em

um meio com nutrientes adequados. Proteinas e RNA sdo sintetizados, e em torno
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de 1 hora comeca a sintese de DNA. A célula agora ¢ uma célula vegetativa e

sofre divisdo binaria (Black, 1996).

SPORULATION

o | VEGETATIVE
-- CYCLE CYCLE

Axial Core
nucleoid
(@) =)
Endospore \
= (@

Binary fission

Peptidoglycan fragments e Favorable
7 N conditions

@
Germination \9 Free

Cell membrane
Spore membrane ﬂ

()

Double membrane

Figura 2.2. Ciclo vegetativo e de esporulacdo em bactérias capazes de esporular

(Black, 1996).

Em bacilos, houve um grande esfor¢o em estudar a esporulagdo por duas
razdes. Primeiro, para melhor entender as doengas causadas por esporos, tais
como intoxicagdo gastrointestinal e botulismo, e segundo para usar a
diferenciagdo da célula de Bacillus como um sistema modelo para entender o
desenvolvimento da célula. Muitos estudos bioquimicos em esporulacdo foram
feitos usando B. megaterium por causa do seu tamanho, sua habilidade para
esporular em diversos meios e germinar sincronizadamente em uma ampla
variacdo de germinantes.

De acordo com Vary, 1994, o estudo de esporulacdo em B. megaterium foi
possivel por causa de sofisticadas técnicas moleculares e genéticas, mutantes e
mudangas morfoldgicas observaveis, porém a germinagdo ¢ mais dificil de
entender. Germinacdo ¢ muito rapida e ndo ¢ facilmente acompanhada
sequencialmente uma vez que eventos iniciais ocorrem no esporo com poucas
mudancas morfoldgicas nesta etapa. Um fato intrigante € que os esporos
respondem somente a poucos componentes que conseguem penetrar através de

diversas camadas da capa do esporo, a membrana externa, o cortex até o receptor
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localizado na membrana interna. Uma vez superadas as diversas camadas, os
efeitos sdo dramaticos e rdpidos, utilizando enzimas e outros componentes ja
presentes no esporo. O resto da germinacdo ¢ uma sequéncia de eventos
biosintéticos pobremente entendidos, chamado crescimento, que resulta na
liberagdo de uma célula nova metabolicamente ativa dentro de 90min. A
sequéncia desses eventos sdo: ativacdo, aumento da sensibilidade ao calor,
inchago, liberagdo de 4cido dipicolinico e hexosamina, inicio do metabolismo,
geracdo de ATP, sintese de RNA e DNA, sintese de proteinas e finalmente o
aparecimento da célula e divisao.

Foi concluido por Vary, 1994, a partir dos dados encontrados em literatura,
que existem pelo menos 2 tipos de esporos de B. megaterium, determinados nao
s6 pela morfologia do esporo, mas também pela resposta aos agentes germinantes.
Analisando os esporos das linhagens KM e QM BI551 verifica-se que sdo
morfologicamente distintos. O esporo de QM B1551 apresenta uma espessa capa
externa e exosporio enquanto ado KM apresenta uma simples capa sem exosporio.
Igualmente, a germinacdo parece ser diferente em KM e QM B 1551. Os dados
mostram que QM B1551 germina em quase todos os substratos testados enquanto
KM germina somente em alanina ou alanina + inosina. A partir de uma analise de
21 linhagens de B. megaterium e 25 outras linhagens de 13 bacilos verificou-se
que existem 2 tipos de esporos: aqueles similares ao KM que germina somente em
alanina e aqueles similares ao de QM B1551 que respondem a uma ampla faixa de

germinantes.

2.3. Producio de PGA por Bacillus megaterium

Dentre os microrganismos produtores de PGA, Bacillus megaterium ¢ um
dos poucos que a produz de modo extracelular, o que torna particularmente
interessante o estudo do processo de producdo dessa enzima utilizando esse
microrganismo, pois o fato de ndo precisar ruptura das células para recuperacdo da
enzima torna o processo menos caro.

Porém, pesquisa e desenvolvimento na produgdo ¢ uso de PGA t€ém sido

realizadas principalmente com a enzima obtida de Escherichia coli, de modo
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intracelular (Balasingham et alli., 1972, ; Alvaro et alli.,1990, ; Guan et alli.,1992;
Robas et alli., 1993), sendo que as informagdes sobre PGA de B. megaterium sao
dispersas e principalmente protegidas por segredo industrial (Illanes et alli.,
1994).

Dentre os trabalhos encontrados na literatura, os autores demonstraram que
a producdo da enzima ¢ funcdo da composicio do meio e das condi¢des
operacionais utilizadas.

Chiang ¢ Bennett, 1967, quando realizaram o trabalho referente a
purificacao e propriedades de PGA por B. megaterium, utilizaram o método
descrito por Murao et alli, 1964 para a obtencdo da enzima, no qual observaram
que o crescimento maximo das células ocorreu ap6s um periodo de incubagdo de
20 a 24 horas, a0 mesmo tempo em que a concentracdo de enzima comegou
gradualmente aumentar e continuou durante o periodo de observagao de 96h, nao
evidenciando lise das bactérias ao longo desse periodo de incubacao.

Os mesmos constataram que a penicilina acilase de Bacillus megaterium ¢é
especifica para benzil penicilina (penicilina G), mostrando uma atividade muito
menor com relacdo a outras penicilinas que contém outros grupos quimicos em
lugar do grupo fenil acetato.

Chiang e Bennett, 1967, verificaram também que a atividade enzimatica ¢
inibida quando uma quantidade de produtos ¢ acumulada. Os dados dos autores
indicam que os dois produtos sdo inibidores, sendo o 4cido fenil acético um
inibidor competitivo ( Ki = 0,45M) e o 6-APA um inibidor ndo competitivo
(Ki=2,6 * 10 M). A constante de Michaelis Menten da enzima foi estimada a
partir de gréaficos, dando um valor de 4,5 * 10°M, tendo como substrato a benzil
penicilina.

Acevedo e Cooney,1973, estudaram o efeito da limitagdo por nitrogénio,
enxofre e fosforo na producdo da enzima em culturas continuas. Para tal proposito
desenvolveram um meio definido, que continha histidina como tnica fonte de
nitrogénio. Os resultados demonstraram que a producdo da enzima ¢ fungdo das
condicoes limitantes de crescimento e da concentragdo do acido fenil acético,
indutor da reagdo. A produgdo de enzimas por microrganismos ¢ controlada por

diversos mecanismos regulatérios que dependem das condi¢des do meio de



13

cultura, enquanto que a velocidade de crescimento pode ser controlada apenas por
um nutriente limitante.

Quanto ao indutor, demonstrou que a baixas concentragcdes estimula o
crescimento e atua como indutor da sintese de PGA, porém a altas concentragdes
inibe o crescimento e a producao, principalmente no inicio, portanto o acido fenil
acético s6 foi incorporado ao meio apds 10 horas de inoculagdo, encontrando-se
um valor 6timo de 1g/L.

Os autores concluiram que, sob condi¢des estaveis, a producao da enzima
muda com a natureza do nutriente limitante e a velocidade de diluicao, sendo que
para as condi¢cdes estudadas, as culturas limitadas por enxofre resultaram em
atividades enzimaticas maiores que aquelas com limitagdo de nitrogénio e fosforo.

Illanes et alli.,1994, estudaram a producdo de penicilina acilase por
Bacillus megaterium em meios complexos e definidos, demonstrando que a
secrecdo da enzima ¢ muito dependente do meio, sendo que um elevado nivel de
fosforo inorganico favorece a produ¢do. Verificaram, ainda, que para altos niveis
de fosforo, a maior parte da enzima produzida foi secretada e somente uma
pequena por¢do permaneceu associada a célula. Entretanto, em baixas
concentragdes de fosforo inorganico, aumenta a atividade associada as células e
diminui a atividade total. O efeito do fosforo inorganico pode estar relacionado
com a permeabilidade celular ou ao proprio efeito metabolico.

Determinaram também que a penicilina acilase ¢ induzida pelo acido fenil
acético (AFA), encontrando um valor de 1,5 g/L. como concentragao ideal quando
adicionado ao meio fermentativo préximo do inicio da fermentacdo, onde a
concentragdo celular era 0,2 g/L (aproximadamente 8 horas de inoculagdo).
Quando o acido fenil acético foi adicionado ao meio mais cedo obteve-se apenas
um pequeno decréscimo na produg¢ao de PGA, porém a adi¢do posterior a esse
tempo foi prejudicial. Esses valores 6timos foram obtidos para ambos os meios,
definido e complexo.

Um outro resultado obtido foi em relagdo a glicose, que se comporta como
repressora da sintese da penicilina acilase. Verificaram que a producdo de PGA
em meio complexo ocorreu principalmente depois do consumo da glicose,

atrasando o inicio da sintese, o qual pode ser atribuido a repressdo catabolica.
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Quando a glicose foi omitida do meio complexo, tanto a producao de PGA como
a produtividade foram maiores, € somente um pequeno decréscimo foi observado
na taxa de crescimento especifica. Isto pode ser observado na Tabela 2.4. (Illanes

etal., 1994).

Tabela 2.4. Producao de Penicilina Acilase em meio complexo e definido (Illanes

et alli., 1994).

Meio Complexo  Complexo® Definido
Concentracao celular (g/L) 2,5 2,6 1,9

Taxa de crescimento especifico (h™') 0,38 0,30 0,31
Producao de PA ( UI/L) 168 220 158
Produtividade de PA (UI/L*h) 5,7 10,8 3,2

* Sem glicose;
® Produtividade aumentada para um valor maximo de 8,9 quando o acido fenil
acético foi adicionado mais tarde ao meio de cultura.

Gentina e colaboradores, 1997, utilizando meio semelhante ao de Illanes et
alli, 1994, verificaram o efeito de diferentes fontes de nitrogénio complexas na
sintese e secrecdo de PGA por B. megaterium, obtendo como melhor substrato a
caseina hidrolisada acida, devido ao maior conteido de aminoacidos livres em
comparac¢do com as outras fontes utilizadas.

Hojo, 1997, com o intuito de verificar a influéncia da composi¢cdo do meio
na produg¢do da enzima, utilizou a técnica do planejamento composto central tendo
como variaveis as concentracdoes dos componentes do meio de cultura e como
resposta a atividade enzimadtica especifica. Os efeitos das varidveis sobre a
resposta foram analisadas pelo método da analise candnica da superficie de
resposta, o qual permitiu encontrar os pontos Otimos dentro da regido de
experimentacdo, € portanto o meio 6timo de cultura para a producao da enzima,
encontrando as seguintes concentragdes: 2,0 a 2,4 g/l de AFA, 5,0 a 8,0 g/L de
glicose, 30,0 a 50,0 g/ de CHE, 7,3 a 8,0 g/L de carbonato de calcio.

Também verificaram, anteriormente a esses ensaios, que o melhor tempo
de incubagao do indculo foi 72 horas, apresentando um declinio em 96 horas de

cultivo. As condic¢des operacionais 6timas encontradas para a produgdo da enzima
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em fermentador foram : concentracao de oxigénio dissolvido de 20% de saturacao
na fase de crescimento e 10% de saturacdo na fase de producdo, auséncia de
controle de pH, adi¢do de AFA apods 10 horas da inoculagdo, 30° C. Essas
condi¢des permitiram a obtencdo da produg¢do de PGA em torno de 250 UI/L
caldo, valores semelhantes aos obtidos por Illanes et alli., 1994.

Berazain,1997, utilizou o soro de queijo como fonte de carbono na
producdo de PGA por Bacillus megaterium, visando aliar a redugdo do custo de
produgdo da enzima a diminui¢do da carga poluente nos rios causada por esse
rejeito de laticinio, isso porque apenas 60% desse subproduto com quantias
importantes de proteinas, lactose, gordura e vitaminas sdo aplicados para a
fabricagdo de produtos para consumo humano ou animal, sendo o restante
desprezado como carga poluente. Os autores concluiram que o soro de queijo
demonstrou ser muito efetivo para ser utilizado como fonte de carbono no meio de
cultura.

Visnardi, 1997, estudou a influéncia da concentragdo de oxigénio
dissolvido no processo de producdo de PGA. Dentre os ensaios realizados
observou que altas concentragdes de oxigénio dissolvido ndo favorece a producao
da enzima, o que estd em concordancia com outros autores (Cole,1969 ; Kufmann
et al,1960 apud Shewale e Sivaraman, 1989) quando se referem a producio de
PGA por E. coli. Segundo Vaz,1978, apud Shewale e Sivaraman, 1989, manter o
oxigénio dissolvido em baixas concentragdes no processo ¢ um dos principais
fatores que contribuem para a produgdo de penicilina acilase em grande escala.
Visnardi, 1997 , também observou que a muito baixas concentracdes de oxigénio
dissolvido (5% do valor de saturacdo) ndo houve producdo da enzima,
encontrando melhores atividades enzimaticas quando utilizou 20% de saturacao
nas primeiras horas e 10% de satura¢ao a partir da 12° hora. Contudo, Hojo,1997 e
Visnardi, 1997, ndo chegaram as mesmas conclusdes com relacdo ao momento de
mudanga da concentracdo de O2 fornecido. Hojo,1997, ao tentar reproduzir ensaio
de Visnardi, 1997 obteve baixa produg¢do de enzima. Em novo ensaio, onde
diminui a saturacdo de O2 de 20% para 10% em 8 horas de cultivo conseguiu

atingir 250UI/L de PGA. Esse ponto permaneceu, pois, a ser esclarecido.
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Outra contribuicdo de Visnardi, 1997, ¢ referente a relacdo entre o
crescimento celular e a quantidade de gés carbonico produzido, sendo que esta
relacdo foi encontrada somente para fermentagdes em que se obteve maiores
produgdes de PGA (250 UI/L). Para as demais fermentagdes, onde conseguiu
apenas tracos de PGA, ndo encontrou uma relacdo direta entre o crescimento
especifico e o0 CO, produzido, o que levou a crer que esta relagdo ¢ linear quando
os fluxos metabdlicos do microrganismo t€ém comportamento regular, indicando
balanceamento das rea¢des bioquimicas.

Pinotti, 1999, verificou a influéncia da fonte de nitrogénio, bem como da
fonte de carbono na produ¢do da enzima, utilizando diferentes meios reportados
na literatura (Hojo,1997, ; Berazain,1997, ; Illanes et alli, 1994). Em relacdo a
fonte de carbono, a cepa utilizada apresentou maior sensibilidade a repressdo por
glicose do que a utilizada por Hojo (1997). Com diferentes fontes de lactose (soro
de queijo seco, “in natura” e lactose PA) a producdo de PGA aumentou quando
utilizado soro de queijo ao invés de lactose PA como fonte de carbono, o que
mostrou que os micronutrientes presentes neste sao importantes na producio de
PGA.

Quanto a fonte de nitrogénio, foram testadas caseinas hidrolisadas
enzimaticamente com diferentes proteases. Os melhores resultados foram obtidos
utilizando hidrolisado com Alcalase®, que estava relacionado ao maior grau de
hidrolise da caseina (verificado pela curva de hidrolise e por dosagem de
proteina), ou seja, maior disponibilidade de aminoacidos e pequenos peptideos
para o microrganismo.

Os resultados constataram que a producdo de PGA ¢ fortemente
dependente da fonte de nitrogénio e de carbono, obtendo-se maiores
concentragdes de enzima (138 UI/L) quando se utilizou caseina hidrolisada com
Alcalase®, como fonte de nitrogénio, e lactose (soro de queijo “in natura™), como
fonte de carbono.

Como pode ser observado nas descri¢des acima, a producao de PGA por B.
megaterium varia amplamente quando fornecidas concentracdes e/ou substratos
de fontes diferentes, portanto ¢ de suma importancia conhecer as verdadeiras

exigéncias nutricionais que o microrganismo necessita para a produgado de enzima.
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Torna-se necessario, assim, um estudo mais sistematico das exigéncias

nutricionais desse microrganismo.

2.3.1. Requerimentos nutricionais dos microrganismos no meio de

cultivo

Todos os microrganismos precisam encontrar em seu ambiente as
substancias requeridas para geragdo de energia e biosintese celular. Em
laboratoério os meios de cultura sdo projetados para fornecer todos os nutrientes
essenciais para o crescimento dos microrganismos.

A nivel elementar, as exigéncias nutricionais requeridas pelos
microrganismos sao reveladas pela composi¢dao elementar da célula. Esses dados
ndo sdo disponiveis para o B. megaterium, mas € encontrado para a E. coli, que
também ¢ uma bactéria produtora de PGA, a qual consiste de C, H, O, N, S, P, K,
Mg, Fe, Ca, Mn e tragos de Zn, Co, Cu e Mo. As fungdes fisioldgicas gerais dos

elementos sao mostrados na Tabela abaixo (www.bact.wisc.edu/bac303, 1997).
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Tabela 2.5. Elementos principais, suas fontes e fun¢des nas células bacterianas

Elemento | % de peso Fonte Fungdo
seco
Carbono 50 Compostos Principal constituinte do material
organicos ou CO; celular
Oxigénio 20 H20, compostos | Constituinte do material celular e
organicos, CO, e | agua celular; O, ¢ elétron aceptor
0, em respiragdo aerobica
Nitrogénio 14 NH;3, NO3, Constituinte de aminoacidos,
compostos nucleotidios e coenzimas
organicos, N
Hidrogénio 8 H20, compostos Principal constituinte de
organicos, H; compostos organicos e agua
celular
Fosforo 3 Fosfatos Constituinte de acidos nucleicos,
inorganicos (PO4) | nucleotidios, fosfolipidios, LPS
e acidos
Enxofre 1 SOq4, H,S, So, Constituinte de cisteina,
compostos de metionina, glutatione e diversas
enxofre organico coenzimas
Potéssio 1 Sais de potéssio Principal cation inorganico
celular e cofator para certas
enzimas
Magnésio 0,5 Sais de magnésio | Cation celular inorganico, cofator
para certas reagdes enzimaticas
Calcio 0,5 Sais de calcio | Cation celular inorganico, cofator

para certas enzimas e um

componente de endosporos
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Ferro 0,2 Sais de ferro Componente de citocromos € um
cofator para algumas reagdes

enzimaticas

Com relacao aos tragos de elementos (ions de metal), as quantidades
requeridas sdo tdo pequenas que ¢ dificil detecta-las e portanto, ndo ¢ necessario
adicionar ao meio de cultura, pois estdo presentes como ‘“contaminantes” da agua
ou em outros componentes do meio. Geralmente agem como cofatores para

reacdes enzimaticas essenciais na célula (www.bact.wisc.edu/bac303, 1997).

Bauer et al.,1976, apud Castillo,1997, determinaram a composi¢ao
elementar para trés linhagens de E. coli, sendo praticamente igual para os trés

microrganismos , como pode ser observado na Tabela 2.6.

Tabela 2.6. Composicao elementar da massa seca de E. coli B, E. coli MRE 600 ¢
E. coli K13-3300 (Bauer et al, 1976, apud Castillo, 1997)

Microrganismo Elemento
C H N P O
(%W/W) | (%W/W) | (%W/W) | (%W/W) | (%W/W)
E. coliB 45,39 6,70 12,79 2,01 29,6
E. coli MRE 600 45,50 6,92 11,63 2,52 304
E. coli K-12-3300 43,06 7,03 12,79 2,40 31,6

Cooney, 1981, apud Castillo,1997, juntou dados obtidos por varios autores
da composi¢ao elementar de bactérias e da quantidade de cada um dos nutrientes
adicionados ao meio de cultivo relativas ao nitrogénio (Tabela 2.7). Muitos dos
nutrientes sdo adicionados em excesso ao requerido, por exemplo P, K, contudo,

outros estdo em concentragdes proximas as limitantes, por exemplo Zn, Ca.
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Tabela 2.7. Concentragdes dos elementos nutricionais relativas ao nitrogénio em
células bacterianas e em meios de cultivo comumente utilizados ( Cooney, 1981,

apud Castillo,1997)*.

Elementos Célula n¥** Meio n¥**
X** X**
N 100 100
P 23 25 176 66
K 14 24 201 65
S 8,9 7 59 70
Mg 4,9 27 15 74
Na 3,2 8 66 41
Ca 3,0 25 11 47
Cl 2,5 3 123 29
Fe 0,3 20 2,2 60
Zn 0,14 6 0,13 26
Cu 0,03 21 0,04 27
Mn 0,05 20 0,15 26
Co 0,003 2 0,02 13
Mo 0,002 3 0,09 17
B 0,006 11 0,01 9

(*) valores médios de dados publicados para bactérias Gram positivas e Gram
negativas crescendo em meio mineral.
(**) X ¢ a propor¢ao do elemento em relagdo ao nitrogénio; (***) n € o nimero de

referéncias bibliograficas.

Outro fator importante no estudo do crescimento do microrganismo sao os
fatores de conversao (Yxss) dos diferentes elementos que compdem a célula. Essa
relagdo estequiométrica nos fornece o rendimento da biomassa produzida pela
quantia do elemento consumido, o que possibilita um melhor estimativa do meio
de cultivo, tanto nas concentragdes utilizadas como na escolha de um determinado
substrato utilizado para suprir um determinado elemento ( Bailey e Ollis, 1986).

Dados encontrados referem-se a E. coli, porém como B. megaterium
também ¢ uma bactéria, acredita-se que seja possivel utilizar os dados disponiveis
para E. coli, pelo menos para os célculos iniciais de concentragdes minimas de

nutrientes. Na Tabela 2.8 encontram-se fatores de conversdo para diferentes
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linhagens de E. coli a duas temperaturas em cultivos sem limitacdo de glicose,

realizado por Bauer et al, 1976, apud Castillo, 1997.

Tabela 2.8. Fatores de conversdo de E. coli B, E. coli MRE 600 e E. coli K12-
3300 (Bauer et al, 1976 apud Castillo, 1997).

Microrganismo t (°C) Y G Y x~ Y xp Y xo0
E. coli B 25 0,39 - - 0,47
30 0,39 7,8 50 0,77
E. coli MRE 600 25 0,46 8,6 - 1,07
30 0,49 - 40 1,37
E. coli k12-3300 25 0,32 7,8 - 0,55
30 0,31 - 42 0,59

Existem outros componentes organicos requeridos em pequenas

quantidades por alguns microrganismos, consideradas substancias essenciais pois
0 microrganismo ¢ incapaz de sintetizar através dos nutrientes disponiveis. Esses
componentes sdo chamados de fatores de crescimento e a necessidade para tais
nutrientes € resultante de uma via metabolica estar bloqueada ou ausente na
célula. Os fatores de crescimento sdo divididos em purinas e pirimidinas,
aminoacidos e vitaminas, sendo que eles nao sao metabolizados diretamente como
fontes de carbono ou energia, mas sdo assimilados para cumprir um papel
especifico no metabolismo da célula. Na Tabela 2.9 sdo mostradas algumas
vitaminas que sdo frequentemente requeridas por certas bactérias como fatores de
crescimento e suas fungdes. Os aminoacidos sdo requeridos para a sintese de
proteinas e as purinas e pirimidinas para a sintese de acidos nucleicos (DNA e
RNA). Muitas bactérias ndo requerem nenhum fator de crescimento, elas

conseguem sintetizar todos os nutrientes necessarios.
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Tabela 2.9. Vitaminas comuns requeridas na nutri¢ao de certas bactérias

Vitaminas Forma na coenzima Fungao
Acido p- - Precursor para a biosintese de
aminobenzoico acido folico
Acido folico Acido tetraidrofolico Transferéncia de 1-carbono e
requerido para sintese de tiamina,
serina, metionina e pantotenato
Biotina Biotina Reagoes biosintéticas que
requerem fixagdo de CO,
Acido Lipoamida Transferéncia de hidrogénio e
lipdico Grupo acil
Acido NAD ¢ NADP Portador de elétrons em reacdes de
nicotinico desidrogenagio
Acido Coenzima A Oxidagao de acidos ceto e portador
pantoténico de grupos acil
Piridoxina Fosfato de piridoxal Reagoes de transferéncia de
(B6) aminoacidos
Riboflavina FMNe FAD Reagdes de oxidacao-reducdo
(B2)
Tiamina (B1) Tiamina pirofosfato Descarboxilagdo de acidos ceto
Vitamina B12 Desoxiadenosil Transferéncia de grupos metil
cobalamina
Vitamina K Quinonas e Processos de transporte de elétron
naptoquinonas

Dada a variedade de tipos de microrganismos, ¢ dificil encontrar um meio
universal que atenda as necessidades de todos os microrganismos. Muitas vezes, 0
que ¢ exigido por um, inibe totalmente o crescimento de outros. Assim, para
compor um meio adequado, ¢ necessario conhecer algo a respeito do
microrganismo ou sendo trabalhos exaustivos sdo necessarios.

O desenvolvimento de meios sintéticos com o intuito de verificar as
verdadeiras exigéncias nutricionais dos microrganismos vém sendo amplamente
utilizados, pois os meios complexos fornecem numerosos e desconhecidos

nutrientes suportando um bom crescimento para os microrganismos, porém as
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exatas necessidades nutricionais nao ficam esclarecidas (Cocain-Bousquet et
alli.,1994, ; Phan-Thanh e Gormon, 1996). A seguir, sdo apresentados alguns
estudos relacionados ao desenvolvimento de meios sintéticos que proporcionam
maior esclarecimento a respeito das necessidades do microrganismos, tanto no
sentido do crescimento celular como na obtengao de produtos desejados.

Chaloupka et al., 1966, verificaram o efeito de alguns aminodcidos na
produg¢do de proteases por B. megaterium KM. Os dados encontrados em
literatura pelos autores reportam que, na maioria dos casos, a formagdo de
proteases por actinomicetos e bacilos diminui na presenga de aminodcidos.
Conforme os autores, proteases sdo formadas e liberadas no meio durante o
crescimento da cultura em meio sintético contendo sais e glicose, embora também
tenham sido sintetizadas em um meio livre de nitrogénio, onde as células ndo
estavam crescendo. Quando foram adicionados aminoacidos individuais ou
misturas destes no meio de cultivo a sintese de enzimas decresceu
substancialmente. Os aminoéacidos que apresentaram maior efeito inibitorio foram
a treonina, isoleucina, leucina e valina, porém quando foi adicionado uma mistura
de aminoacidos (13), que individualmente nao reprimiam a sintese, ocorreu uma
repressao muito maior que quando utilizado treonina, indicando um efeito aditivo.
Também foi de conclusdo dos autores que a inibicdo era causada por L-isdmeros,
pois quando adicionado o dobro das concentracdes de aminoacidos na forma DL o
decréscimo foi 0 mesmo.

Neidhardt e colaboradores, 1974, desenvolveram um meio sintético
minimo para cultivo de enterobactérias Esse novo meio, no qual os
macronutrientes (fosfato, sulfato e nitrogénio) estdo presentes em quantidades
suficientemente baixas para permitir seguimento isotopico, manteve o
crescimento de Escherichia coli e Salmonella typhimurium a taxas comparaveis
com os meios sintéticos tradicionais que utilizam altas concentragdes de fosfato.

Os principais objetivos ao desenvolver esse meio eram: (i) encontrar
reprodutibilidade da composicdo quimica; (ii) satisfazer as necessidades
nutricionais das células determinadas experimentalmente ; (iii) evitar um excesso
desnecessario das principais espécies i0nicas ; (iv) facilitar o ajuste dos niveis de

espécies i0nicas individuais, tanto para seguimento isotopico como para estudos
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nutricionais; (v) fornecer uma completa ordem de micronutrientes ; (vi) fixar um
ion particular como fator limitante quando a fonte de carbono e energia estd em
excesso ¢ finalmente (vii) fornecer maxima conveniéncia na manufatura e
estocagem do meio.

Os autores utilizaram diversas linhagens E. coli e S. typhimurium para
testar as varias formulagdes do meio minimo, com o intuito de encontrar um meio
simples que seja possivel para ambas espécies de enterobactérias. Também vérios
meios minimos ja existentes foram usados para efeitos comparativos. Os
experimentos para encontrar os requerimentos minimos de nutrientes foram
realizados da seguinte forma: Culturas de E. coli e S. typhimurium crescendo
durante a noite em um meio MPOS-glicose (meio sintético ja existente) foram
inoculadas em frascos contendo o mesmo meio, porém contendo diferentes
quantidades de um nutriente particular. Esses experimentos foram realizados para
diferentes nutrientes. O crescimento foi monitorado cuidadosamente e o ponto
onde o crescimento desacelerou foi estimado do gréfico. Esse ponto definiu a
concentragdo minima necessaria de um determinado nutriente capaz de suportar
taxa de crescimento constante. As taxas de crescimentos das culturas foram
expressadas como uma fungao da concentragdo inicial dos nutrientes.

Essa estratégia utilizada pelos autores foi suficiente para definir os
requerimentos das fontes de carbono e energia (glicose), fosfato, sulfato,
magnésio e nitrogénio (como ion amoénio), porém para alguns micronutrientes
(cobre, manganés, cobalto, molibdénio e zinco) foi necessario adotar uma
estratégia diferente, devido a auséncia de métodos sensiveis para as quantidades
requeridas. Os componentes de uma solugdo de micronutrientes (Machlis), que foi
desenvolvida para suportar crescimento de fungos, foram testados
individualmente para verificar se havia toxicidade. Efeitos inibitorios foram
verificados somente com concentracdes acima de 1000 vezes que aquelas
presentes na solugdo Machlis. Portanto, foi especificado uma concentragdo de 10
vezes maior que Machlis no meio para assegurar que as células bacterianas
estejam saturadas por esses micronutrientes e que as flutuacdes de um laboratorio
para outro devido aos niveis de contaminacdo de outros componentes sejam

insignificantes.
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Cocaign-Bousquet et alli., 1995, formularam um meio sintético simples
para o crescimento continuo de duas linhagens de Lactococcus lactis, uma de
origem vegetal e a outra de laticinios. Ambas linhagens cresceram mais
rapidamente em um meio complexo que em um meio sintético definido. A
formulacao do meio foi realizada através da técnica de omissdo simples de cada
componente de um meio sintético ndo otimizado para determinar os verdadeiros
requerimentos nutricionais (meio minimo). O meio sintético utilizado pelos
autores foi um descrito por Otto et al. (1983) e modificado por Poolman e
Konings (1988). Esse meio contém virtualmente todos os blocos de construcao
necessarios para sintese da biomassa na forma de aminodcidos, nucleotideos,
vitaminas e sais minerais. Embora este meio seja de composi¢do definida nem a
composi¢ao ou a concentragdo dos varios componentes estdo otimizadas, € 0s
verdadeiros requerimentos nutricionais das linhagens de L. lactis, que permitem
que o meio seja simplificado, sdo desconhecidos.

Segundo os autores muitos pesquisadores estdo tentando identificar, pelo
menos parcialmente, os requerimentos organicos para diferentes espécies de
bactérias lacticas. Ha, contudo, consideraveis variagdes de uma espécie para outra.
Com relagdo as vitaminas, requerimento para acido nicotinico e pantoténico
parece ser comum entre espécies de lactococos e lactobacilos, embora para as
outras vitaminas foram observadas diferengas no comportamento. Bases
nitrogenadas sdo geralmente estimulantes ou necessdrias para o crescimento de
todas as bactérias lacticas.Com relacdo aos requerimentos dos aminodcidos, um
estudo realizado para diversas espécies, empregando a técnica de omissdo
simples, verificou que a remoc¢ao de seis aminodcidos (4cido glutdmico, valina,
metionina, leucina, isoleucina e histidina) impedia o crescimento de todas as
espécies.

Ainda, as duas linhagens estudadas por estes autores cresceram quando Ca,
Zn, Co ou Fe foram removidos do meio, porém quando Mg foi omitido o
crescimento parou rapidamente, indicando um requerimento absoluto para
magnésio. A adi¢do de varios outros oligoelementos nao contidos no meio
original (Mn,Mo,B,Cu e Li) ndo provocaram nenhum aumento na taxa de

crescimento. Quando as bases adenina, guanina, uracil e xantina foram removidas
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do meio, os pesquisadores observaram uma diminuicdo de 35% na taxa de
crescimento. Somente as vitaminas nicotinamida e pantotenato mostraram-se
essenciais para o crescimento.

Para caracterizar os requerimentos com relagdo aos aminoacidos, as
linhagens cresceram na auséncia de aminodcidos individuais ou de familias
metabolicas inteiras. Inicialmente uma das linhagens (origem vegetal) mostrou-se
prototrofica para todos os aminoacidos exceto valina, e em algumas omissdes a
taxa de crescimento diminui. Com relagdo a outra linhagem, os requerimentos
foram idénticos, salvo a necessidade de adi¢do de riboflavina ao meio. Dos
resultados obtidos, aparentemente nenhum aminoéacido parecia ser essencial ao
crescimento, porém quando todos foram removidos juntos ndo foi verificado
nenhum crescimento, sendo necessario a adigdo de seis aminoacidos (Glu,Met,
Ile,Leu, Val, Ser) para o meio de cultivo da linhagem vegetal e mais trés (Arg,
His, Thr) para a linhagem de laticinio.

Os autores também removeram o sal de amonio do meio e verificaram que
nao houve efeito no crescimento, ilustrando que os aminoacidos fornecidos
satisfazem o requerimento de nitrogénio para sintese de biomassa.

Neviani et alli.,, 1995, investigaram a relagdo entre o requerimento de
aminodcidos e a atividade peptidase em trés linhagens de Streptococcus
salivarius subsp. Thermophilus. Eles utilizaram um meio sintético sem
componentes nitrogenados € um meio composto de leite sem a fragdo de
nitrogénio ndo proteico (leite RD), no qual acrescentaram diferentes misturas de
aminodcidos. O estudo dos requerimentos nutricionais de aminodcidos das
bactérias lacticas e suas possiveis relacdes com o sistema de enzimas peptidases
pode ajudar a explicar a habilidade desses microrganismos de crescerem em leite.

O objetivo de realizar os experimentos em 2 diferentes meios era para
verificar se este interferiria na quantidade de peptidase produzida, isto porque o
leite contém niveis baixos de aminoacidos livres e oligopeptideos, os quais sdo
insuficientes para permitir crescimento 6timo de estreptococos lacticos, sendo
portanto necessario protedlise para liberar aminoacidos e pequenos peptideos das

proteinas do leite.
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Quando os pesquisadores utilizaram o meio sintético os seguintes testes
foram realizados para cada linhagem: cultivo sem adigdo de aminodcidos
(controle negativo); cultivo suplementado com mistura de 18 aminoacidos
(controle positivo) e cultivos suplementados com diferentes misturas de
aminoacidos caracterizado pela omissdo de um aminodcido individual a cada
tempo (17 aminoacidos). O crescimento das culturas foi comparado entre si. O
mesmo procedimento experimental foi usado para estudar a influéncia de uma
mistura de aminoacidos na auséncia de cisteina (controle positivo com 17
aminoacidos e os testes com 16 deles). Para o meio composto de leite RD os
aminoacidos foram adicionados da mesma maneira, porém mudou o modo de
deteccdo do crescimento.

Os resultados obtidos pelos autores mostram a importidncia dos
aminoacidos para o crescimento das trés linhagens, como também permitiu
determinar os respectivos requerimentos. As linhagens mostraram diferentes
requerimentos de aminoacidos e as diferencas foram mais Obvias quando as
bactérias cresceram em meio livre de nitrogénio, mas foram menos evidentes em
leite RD, onde os microrganismos podem provavelmente usar as proteinas do leite
como fonte de aminodcidos essenciais. Os autores encontraram similaridades
entre perfis de atividade peptidase e requerimentos nutricionais das linhagens de
estreptococos. Linhagens com mais alto requerimento de aminodcidos exibiram
maior diversidade de atividades aminopeptidase, mostrando que as linhagens que
requerem esses nutrientes produzem enzimas capazes de produzir esses
requerimentos durante o crescimento em leite.

Também trabalhando com uma bactéria lactica, Vuyst, 1995, estudou os
fatores nutricionais que afetam a producao de nisin (bacteriocina) por lactococcus
lactis subsp. Lactis N1ZO 22186 em um meio sintético. Como ja verificado para
diferentes produtos microbianos e neste caso também, a produ¢do de nisin em
meio sintético ¢ muito menor quando comparado com meio complexo (370 versos
1800 Ul/ml). No entanto, a necessidade de um meio sintético simples para
facilitar os processos de purificacdo de bactericinas, ja que estas sao moléculas de

dificil recuperacao, fez com que o autor formulasse um meio sintético minimo.
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Para avaliar os requerimentos nutricionais ¢ formular o meio sintético
minimo o crescimento do microrganismo foi acompanhado em meio sintético
(SM) faltando um dos componentes. Os requerimentos minimos de aminoacidos
para crescimento foram os mesmos requeridos para a producdo de nisin. Desses
experimentos o autor concluiu que os aminoacidos histidina, isoleucina, arginina,
treonina leucina, valina, metionina e &cido glutamico foram essenciais para o
crescimento de lactococcus lactis subsp. Lactis NIZO 22186 a niveis normais ou
maximos. A omissdo de um deles ainda permitiu crescimento a baixas taxas,
indicando que o microrganismo possui 0s genes para a biosintese desses
aminoacidos. A omissdo de 4cido glutdmico ndo permitiu nenhum crescimento e
produgdo de nisin, mostrando seu absoluto requerimento no meio de cultivo.

Os aminoacidos serina, treonina e cisteina estimularam altamente a
producdo de nisin sem afetar o rendimento celular final, no qual indica que eles
tem um papel de precursor durante a sintese de nisin. A cisteina foi a que mais
afetou quando comparado com os outros aminodcidos precursores, sendo
concluido, portanto, que a biosintese de cisteina pela célula microbiana é muito
mais complexa que a biosintese de serina e treonina.

Também foi investigado pelo autor o efeito de adicionar maior
concentragdo desses aminoacidos precursores, bem como adiciona-los
simultancamente na mesma concentragdo anterior (0,1%). Foi verificado um
efeito inibitério quando se utilizou maior concentra¢do, provavelmente devido a
inibicao feedback. No entanto, quando foram adicionados simultaneamente ,
ocorreu uma duplica¢do na concentragdo de nisin, mostrando que os aminodcidos
serina, treonina e cisteina sdo os componentes limitantes do pool de aminoacidos
intracelulares, requerendo a alimentacdo desses nutrientes em fermentagdes de
regime batelada alimentada.

Quanto a fonte de enxofre, o autor verificou que a biosintese de nisin ¢é
fortemente dependente desse componente. Lactococcus lactis subsp. Lactis pode
usar tanto a fonte de enxofre organico (metionina, cisteina ou cistationia) como
inorganico (sulfato de magnésio ou tiosulfato de sodio).

Phan-Thanh e Gormon, 1996, utilizando meio sintético minimo ja

reportado na literatura, conseguiram encontrar um melhor crescimento de varias
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linhagens de Listeria incorporando diversas vitaminas e fatores de crescimento
nesse meio. Os fatores de crescimento foram os aminoacidos triptofano,
fenilalanina e histidina, a base nitrogenada adenina e as vitaminas nicotinamida,
piridoxal, para-aminobenzdico e pantotenato de célcio. Embora tenham
conseguido atingir um bom crescimento celular para varias linhagens, este nao foi
igual a um atingido utilizando-se meio complexo, mas provou ser bom o
suficiente para ser usado nos casos em que um meio indefinido seja indesejavel.

Enquanto alguns fatores tem ligeiro ou nenhum efeito no crescimento de
algumas linhagens de Listeria, para outras foram notadamente estimulatorios ou
essenciais para o crescimento (Siddiqi e Khan, 1982, apud Phan-Thanh e Gormon,
1996). Entre as bases nitrogenadas s6 foi adicionada adenina, pois citosina
apresentou-se inibitéria para algumas linhagens e guanina e uracil tiveram
somente um fraco efeito na maioria das linhagens de Listeria. Esses diferentes
efeitos, e as vezes contraditorios, reportados por diferentes autores referentes aos
requerimentos nutricionais de Listeria refletem a diversidade de condicdes
genéticas ¢ ecofisiologicas de linhagens bacterianas. Algumas linhagens sob
determinadas condi¢des ambientais podem carecer de enzimas metabolicas (Phan-
Thanh e Gormon, 1996).

Potter et al., 1996, investigaram o efeito da adi¢do de isoleucina , valina e
leucina, na producdo de sintetase acido acetohidroxi (AHAS) e sintetase
isopropilmalato (IPMS) por Streptomyces coelicolor. Essas enzimas sio
justamente produzidas durante a biosintese de isoleucina-valina e leucina
respectivamente, sendo portanto, objeto de estudo dos autores verificar se a
disponibilidade desses aminoacidos no meio de cultivo influenciaria na producao
dos mesmos e consequentemente na producdo das enzimas.

As atividades especificas de ambas enzimas foram similarmente afetadas
quando o meio minimo foi suplementado com aminoécidos isolados ou em
combinac¢do. A isoleucina sozinha causou um aumento de 2 a 3 vezes, enquanto
que a adicdo dos trés aminoacidos simultineos fez com que a atividade das
enzimas diminuisse em torno de 5 a 8 vezes. As demais adi¢des individualmente

ou em par ndo afetaram a produ¢do de enzimas, exceto a adicdo do aminoécido
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leucina que causou um decréscimo na atividade de IPMS, sendo possivel que a
enzima esteja sujeita a inibicao feedback por leucina.

Foram também realizados pelos autores diferentes experimentos com S.
coelicolor auxotrofico, verificando que ocorre variagdo das atividades especificas
nao so sob diferentes condic¢des fisiologicas mas genéticas também. Essa variagao
foi observada dentro de uma determinada faixa estudada, indicando que S.
coelicolor tem mecanismos moleculares capazes de produzir uma resposta em
relagdo as diferentes condi¢des estudadas.

Stuart et alli., 1999, examinaram a influéncia de lactose e arginina na
viabilidade e culturabilidade de duas linhagens de Lactococcus lactis, como
também o uso de aminodcidos durante a exaustdo de carboidrato. L. lactis ¢ uma
bactéria homofermentativa que em crescimento 6timo fermenta lactose para acido
lactico e ATP, sendo que a auséncia de lactose causa imediata exaustdo de energia
pois estes microrganismos nao possuem polimeros estoques de carboidratos.

No entanto, muitos microrganismos tem a habilidade para usar fontes
alternativas de carbono para energia. Em resposta a exaustdo de carboidrato,
muitas bactérias tornam-se viaveis mas nao culturaveis (VBNC), ou seja, as
células continuam transportando e metabolizando nutrientes porém nao formam
colonias em 4agar sdlido. Inicialmente os autores determinaram se L. /actis podia
tornar-se VBNC depois da exaustdo da lactose quando presente arginina e outros
aminodcidos no meio fermentativo.

O transporte dos aminoacidos em lactococos ocorre por diferentes
mecanismos, sendo que o transporte de arginina ¢ o mais benéfico devido a nao
necessidade de energia metabolica adicional, isto porque a for¢a que conduz a
arginina para dentro da célula ¢ o gradiente de concentragdo. O excesso de
arginina pode ser metabolizado pela rota deiminase arginina (ADI) para produzir
energia (ATP) em L. lactis. A rota ADI é amplamente distribuida entre bactérias e
serve tanto como fonte Unica de energia, carbono e nitrogénio ou como fontes
adicionais desses nutrientes em bactérias lacticas, bacilos e outras linhagens de
pseudomonas, acromonas, clostridia, mycoplasma e halobacteria .

Os resultados encontrados pelos autores para uma das linhagens mostram

que as culturas contendo lactose e arginina crescem mais que uma cultura sem
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arginina depois da exaustdo da lactose, indicando portanto que a presenga de
arginina representa um papel benéfico no crescimento celular e viabilidade. No
entanto, quando lactose ndo estava presente inicialmente as concentragdes de
arginina ndo foram esgotadas nem mesmo durante um longo tempo de incubagao
(para ambas linhagens). Essas observacdes sugeriram que as células devem
metabolicamente primeiro exaurir a lactose e s6 entdo induzir o caminho ADI.
Observaram que quando as células cresciam em um meio contendo lactose e
depois inoculadas para um meio deficiente nesse nutriente as células ndo cresciam
e também nao usavam arginina, sugerindo que um fator de inducao desconhecido
produzido durante metabolismo da lactose apresenta um papel na regulacdo do
caminho ADIL.

Quando as duas linhagens estudadas cresceram em um meio sem lactose e
sem arginina, L. lactis ML3 foi culturavel somente por dois dias, apos
permaneceu ativa metabolicamente por um determinado tempo mantendo o nivel
de ATP e a integridade celular, porém tornou-se ndo culturdvel. J& L. lactis 11454
crescendo em um meio nas mesmas condi¢des manteve-se culturavel por 14 dias.
Esses dados sugerem que lactococos utilizam aminodcidos como fontes de
energia, porém de maneiras diferentes. Os aminoacidos podem prolongar a
sobrevivéncia de L. lactis fornecendo uma fonte de energia, provendo
aminoacidos para reposi¢do celular e minimizando a fadiga de proteinas
essenciais.

Fisher, 1999, em um de seus trabalhos com Bacillus subtilis, que tem uma
estreita relacdo com o Bacillus megaterium, reporta que trés sistemas regulatorios
globais de proteinas, CodY, GInR e TnrA, controlam a expressdo de genes
envolvidos no metabolismo do nitrogénio em resposta a disponibilidade de
nutrientes em Bacillus subtilis. Cada um desses sistemas ¢ ativado por diferentes
condi¢des nutricionais. CodY reprime a expressdo dos genes necessarios ao
metabolismo de compostos nitrogenados quando as células estdo crescendo
rapidamente em meios contendo aminoacidos, GInR reprime apenas células
crescendo com excesso de nitrogénio; e TnrA ativa ou reprime a transcri¢ao
apenas durante crescimento limitado por nitrogénio. O uso de multiplos sistemas

para regular a produgdo de genes envolvidos no metabolismo do nitrogénio
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permite a expressao nao-coordenada sobre diversas condigdes nutricionais. Outras
observacdes sugerem que GInR e TnrA provavelmente direcionam as células no
sentido do crescimento vegetativo adaptado, mais do que no sentido da
esporulacdo, durante crescimento limitado por nitrogénio. A sintese de enzimas
degradativas de aminoacidos geralmente ndo ¢ regulada em esporos de Bacillus
subtilis. Uma possivel explicagdo para isto € que a rota catabdlica de aminoacidos
tem um importante papel no desenvolvimento do ciclo vital do Bacillus subtilis.
Em esporos germinativos de Bacillus megaterium mais de 50% de aminoacidos
livres gerados por protedlises sao degradados, produzindo 10-20 vezes a energia
obtida pelo catabolismo do 3- fosfoglicerato, a maior fonte de energia em esporos
dormentes (Setlow, 1981). Além disso, a expressdo das enzimas requeridas para a
degradagdo de aspartato, asparagina, alanina, arginina, histidina e prolina ¢

substrato induzivel.

2.4. Producio de PGA por linhagens mutantes ou clonadas

A hiperproducao de PGA pode ser alcangada por controle de nutrientes
para o metabolismo celular ou por alteragdes no genotipo das células (Shewale e
Sivaraman,1989). Com o desenvolvimento recente da tecnologia de DNA

recombinante, as pesquisas tém enfocado a clonagem de genes de PGA.

2.4.1. Trabalhos encontrados na literatura relacionados com a

producio de PGA com linhagens mutantes ou clonadas

Son et alli, 1982, obtiveram uma linhagem mutante parcialmente
constitutiva a partir de uma linhagem selvagem Bacillus megaterium ATCC
14945 por tratamento com luz UV. Enquanto que a selvagem s6 produz enzima na
presenca do indutor, a mutante pode produzir a enzima sem a presenga do mesmo,
sendo que a adi¢do deste aumentou a producdo da enzima 3 vezes.

Com relagdo a morfologia das duas linhagens, observou-se que apos o

crescimento dos microrganismos em agar nutriente por 18-24h, a linhagem
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mutante apareceu como células isoladas ou pequenas cadeias, enquanto que a
linhagem mae usualmente aparece como longas cadeias.

McCullough, 1983, tinha como objetivo aumentar a produgdo de PGA de
linhagens usadas industrialmente, que ja apresentavam uma alta produgdo,
através da aplicagdo da tecnologia do DNA recombinante. Para tal, foi isolado
um fragmento de DNA cromossomal de 2,7 Kb do B. megaterium e inserido em
um vetor plasmidial, sendo estes entdo transferidos para as linhagens altamente
produtivas (de B. megaterium ATCC 14945). O pesquisador também transformou
uma linhagem de B. megaterium (SC3593) com baixa capacidade produtora de
PGA e o B. subtilis, que naturalmente ndo produz penicilina G acilase.

Os resultados encontrados mostram que todas as linhagens de B.
megaterium transformadas com os plasmidios produzem mais enzima que as
linhagens correspondentes sem os plasmidios. Porém, quando o mesmo plasmidio
foi introduzido no B. subtilis ndo foi detectado producdo de PGA. Esse resultado
levou o autor a presumir que esse fragmento de 2,7 Kb quando presente em
nimeros altos de copias em células de B. megaterium induz a uma maior
producdo de PGA, sendo improvavel que esse fragmento contenha o gene
estrutural para a penicilina G acilase ja que a sua introdu¢do no B. subtilis nao
produziu PGA.

Os resultados encontrados pelo autor foram considerados satisfatorios uma
vez que ele conseguiu obter aumento de PGA em linhagens que ja eram altamente
produtivas por métodos empiricos, ou seja, simplesmente selecionando um
plasmidio que quando introduzido por transformacdo no microrganismo
aumentasse a produtividade.

Garcia et al.,1986, desenvolveram um procedimento mais simples e
versatil para clonar genes de PGA. Segundo os autores os genes de PGA, até
entdo, tém sido isolados de uma biblioteca plasmidica usando a técnica overlay
Serratia marcescens, que € uma técnica que consome bastante tempo.

Quando o DNA gendmico ¢ clivado com enzimas de restricdo sdo gerados
muitos fragmentos de DNA, sendo que estes serdo ligados aos plasmidios e entdo
introduzidos nas células, dando origem a diferentes coldnias (biblioteca

genOmica). Dentre todas essas colOnias ¢ necessario encontrar qual delas ¢
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portadora do gene PGA. Uma das técnicas utilizada ¢ da overlay Serratia
marcescens, que tem o seguinte principio: as coldnias transformadas sio
incubadas em meios solidos por um determinado periodo e entdo sdo encobertas
com uma quantidade de agar contendo S. marcescens cultivado durante a noite
em penicilina G. A linhagem de S. marcescens ¢ resistente a penicilina G mas
suscetivel ao 6-APA, fato este que ird produzir zonas inibitdrias em torno das
coldnias que possuem o gene de PGA, pois estas colonias irdo produzir a enzima e
esta ird hidrolisar a PG gerando 6-APA.

O trabalho de Garcia et al.,1986, foi justamente desenvolver um método
mais simples para detectar os clones positivos de PGA. O procedimento requereu
a construcdo de uma biblioteca plasmidica em um hospedeiro auxotrofico para um
aminodcido especifico (microrganismo requer esse nutriente). Portanto, os clones
recombinantes que carregavam o gene de PGA foram selecionados em um meio
minimo contendo ao invés do aminoécido requerido o seu derivado fenilacetil.
Essa sele¢do baseou-se no fato de que como o microrganismo ¢ auxotrofico para
um aminoacido, quando for adicionado ao meio derivados de aminodcidos
fenilacetil as colonias que carregarem o gene de PGA terdo condi¢des de clivar
esses derivados.

Os autores clonaram genes de PGA de E. coli ATCC 11105 e de Kluyvera
citrophila ATCC 21285 em E. coli ( HB101/ AM 763/ SE 5000) usando essa
técnica. Eles verificaram diferengas na produgdo de PGA quando utilizaram
bactérias que abrigavam plasmidios com o gene oriundo de Kluyvera citrophila e

de E. coli ATCC 11105 conforme apresentado na Tabela 2.10.
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Tabela 2.10. Atividade acilase em linhagens de E. coli e Kluyvera citrophila

Linhagem Plasmidio | Atividade acilase (unidades)
Nao induzida Induzida
E. coli ATCC 11105 - 0,0 1,2
K. citrophila ATCC 21285 - 1,9 1,9
E. coli HB101 - 0,0 0,0
E. coli HB101 PPGA1 1,6 4,5
E. coli HB101 PKAE17" 4,6 10,0
E. coli HB101 PKAH3™ 2,5 12,4
E. coli HB101 PKAP1™ 10,0 30,0
E. coli AM763 PKAH3™ 50,0 64,0
E. coli SE5000 PKAH3" 19,0 57,0
E. coli SE5000 PYKH5" 12,0 48,0
* plasmidio com o gene de E.coli ** plasmidio com o gene de K. citrophila

Além das diferengas obtidas quando se comparou a origem dos genes,
também houve mudang¢a de comportamento quando se utilizaram hospedeiros
diferentes para o mesmo gene de K. citrophila. As razdes ainda nao sao bem
entendidas. O efeito da temperatura também foi estudado na expressao da enzima,
sendo verificado que a produgdo de PGA ¢ mais afetada por essa variavel em
hospedeiros que abrigam genes PGA de E. coli.

Os autores também tentaram aumentar a produgdo de enzima introduzindo
maior nimero de cépias plasmidiais nas células, no entanto ndo obtiveram
sucesso, sugerindo que altas quantidades de enzima podem ser toxicas para as
células. Portanto, obter uma linhagem hospedeira resistente parece ser um fator
importante para aumentar o rendimento da produgao.

Meevootisom et al.,1987, clonaram genes de PGA de E. coli 194, de um
mutante dessa linhagem (E. coli 194-3) e de um mutante de B. megaterium ATCC
14945 (B. megaterium UNI1). Esses genes foram clonados em E. coli DHI no
vetor plasmidio pACYC184. O objetivo principal do trabalho foi verificar se
havia diferenca entre esses diferentes genes (diferentes microrganismos e

linhagens mutantes do mesmo) e determinar o tamanho dos mesmos.
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A estratégia utilizada foi clivar o DNA cromossomal com diferentes
enzimas de restricao (EcoRI, Hindlll ou BamHI) e selecionar os clones positivos
pela técnica overlay Serratia. Somente quatro clones positivos, pMLV1, pLMV2,
pPMLV3 e pLMV4, foram detectados para o DNA cromossomal do mutante de E.
coli utilizando a enzima de restrigdo EcoRI. Os quatro clones apresentaram-se
idénticos, sendo que o tamanho do DNA inserido foi de 9 Kb (kilobases). A partir
de um desses clones uma série de subclones foram construidos para determinar o
tamanho de DNA inserido minimo necessario para produgcdo de PGA. Para a
linhagem selvagem de E. coli e do B. megaterium mutante foi empregado a
mesma estratégia. Um total de 7 clones positivos foram isolados para o DNA de
B. megaterium, designados de pMLV101 a 107. Para o caso do DNA de E. coli
selvagem um simples clone (pMLV001) foi selecionado para estudo.

A comparagao dos mapas de restricdo dos clones mostram que os genes
oriundos das linhagens de E. coli ndo apresentaram diferencas detectaveis, no
entanto existem algumas diferencas entre as linhagens de E. coli versus B.
megaterium. Os resultados indicam que o tamanho do gene requerido para a
producdo da enzima de E. coli ¢ em torno de 2,2 Kb, ja para o B. megaterium é
de 2,3 a 2,7 Kb. Verificaram que a PGA de B. megaterium foi produzida
intracelularmente em E. coli recombinante, porém com uma menor produgdo
quando comparado com os genes de E. coli.

Um outro resultado notavel foi em relagdo a indugdo pelo acido fenil
acético. Com excecao de apenas um clone, todos os demais genes de PGA
clonados ndo foram mais induziveis. Isso pode ser devido a separagdo do gene
PGA de seus elementos de controle como consequéncia dos procedimentos de
subclonagem.

Posterior trabalho encontrado na literatura de Ohashi et alli., 1989, foi
contrario ao trabalho de Meevootisom et al., 1987. O que esses autores estudaram
foi a expressao de PGA de Arthrobacter viscosus, em microrganismos como E.
coli e B. subtilis (produgdo intracelular). Arthrobacter viscosus, tal como B.
megaterium produz PGA extracelularmente.

O procedimento utilizado foi a clivagem de um plasmidio que ja continha

o gene PGA de A. viscosus e entdo construiram varios outros plasmidios até
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determinar o tamanho minimo do DNA inserido necessario para expressar PGA
Os clones positivos foram detectados pela técnica overlay Serratia.

Para o caso de E. coli recombinante (com o gene PGA de A. viscosus) a
producdo de PGA foi detectada intracelularmente, mas no caso do B. subtilis
recombinante a enzima foi produzida e secretada no meio de cultura, sendo que a
sua producdo foi 116 e 7,2 vezes maior quando comparada com uma linhagem
selvagem de A4. viscosus e com um mutante de 4. viscosus respectivamente.

Ambos os microrganismos recombinantes conseguem produzir a enzima
constitutivamente, enquanto que a linhagem original ¢ induzida pelo acido fenil
acético. Os autores ainda verificaram uma repressdo na produg¢do da enzima
quando o acido fenil acético foi utilizado em cultivos de E. coli recombinantes.

Kang et alli., 1991, isolaram o gene PGA de B. megaterium ATCC 14945 ¢
estudaram a expressao desse gene em E. coli e B. subtilis. A enzima proveniente
do B. subtilis transformado foi purificada e caracterizada.

Apobs procedimentos bésicos de clonagem os autores obtiveram um
plasmidio contendo um fragmento de DNA estranho de 2,8Kb. Todos os clones e
subclones positivos obtidos no processo foram testados para producao de PGA e
sao apresentados na Tabela 2.11. Os clones positivos de PGA foram selecionados
com técnica semelhante & overlay Serratia mas utilizado-se outro microrganismo
e outros compostos. As placas contendo os clones de E. coli e B. subtilis foram
encobertas com agar contendo o microrganismo Staphylococcus aureas, 7-ADCA
e D-fenilglicina metilester e incubadas por mais um determinado tempo. Os
clones positivos apresentaram um halo transparente em torno da colonia de S.
aureus devido a cefalexina produzida por acilagdo enzimatica de 7-ADCA e D-

fenilglicina metilester.
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Tabela 2.11. Atividade de Penicilina G Acilase em varias linhagens e subclones

(kang et alli.,1991)

Linhagens e subclones Atividade extracelular | Atividade intracelular
(UI) (UDh
B. megaterium 0,6 ND
B. subtilis (pUB110) ND ND
B. subtilis (pUBC73) 13,8 0,3
E. coli (pBR322) ND ND
E. coli (pCSE220) ND 0,17
E. coli (pCSE130) ND 0,16
E. coli (pCSE%4) ND 0,16
E. coli (pUCSES9) ND 0,15

ND = nio detectado

Ensaios foram realizados usando 10ml de cultura

As atividades encontradas em E. coli clonadas foram menores que as
aquelas em B. megaterium. Por outro lado, uma quantidade vinte vezes maior de
enzima foi produzida e secretada extracelularmente por B. subtilis transformado
(abriga pUBC73) quando comparado com a produgdo por B. megaterium. Esse
gene também foi transferido para um vetor de expressdo (pTTQ19) com o intuito
de obter uma maior producdo da enzima. O nivel de PGA produzida foi mais de
30% de proteina total celular, no entanto, a maioria das enzimas estavam inativas.
Os autores estdo realizando trabalhos para renaturar a enzima e tentar entender o
processo.

Na caracterizagdo da enzima, foi verificado que a proteina expressada em
E. coli era em torno de 3000 Da maior que a secretada por B. subtilis.
Aparentemente a sequéncia sinal da enzima est4 sendo processada em B. subtilis.

Uma outra linha de pesquisa que estd em desenvolvimento diz respeito a
identificagdo da sequéncia nucleotidica das diferentes PGAs. O trabalho de
Konstantinovic et alli., 1994, foi determinar a sequéncia do gene que codifica a
PGA de Arthrobacter viscosus ATCC 15294.

Os autores determinaram que a sequéncia apresenta 2406 nucleotidios

com um conteudo C + G de 37%. Essa sequéncia codifica uma cadeia
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polipeptidica precursora de 802 aminoacidos. Os primeiros 26 aminoacidos
pertencem ao peptideo sinal. As cadeias o ¢ [ sdo separadas por um peptideo
espagador e apresentam 208 e 537 aminoaciods respectivamente. A sequéncia de
aminoacidos deduzida mostrou significante homologia com outras enzimas de
bactérias amidases Gram negativas, o que permitiu os autores concluir que PGA
de A. viscosus pertence a mesma familia de bactérias.

Um resultado interessante mostra que todas as subunidades B conhecidas
até entdo comecam com o residuo serina ou acido aspartico e quando o mesmo foi
modificado por cisteina a atividade enzimatica decresceu mais de 10 vezes.

Resultados referentes ao controle da expressdo do gene pac (gene que
codifica a Penicilina G Acilase) mostram diferencas na sintese de PGA quando
utilizada a linhagem original ou E. coli modificada com esse gene. A atividade
enzimdtica da linhagem original ¢ mais alta quando induzida e na presenca de
succinato como fonte de carbono, sendo reprimida na presenca de glicose. Ja o
gene de A. viscosus clonado em E. coli tornou-se constitutivo e a produgdo da
enzima foi muito maior.

Martin et alli.,1995, realizaram um trabalho muito parecido com o de
Konstantinovic et alli., 1994, mas o gene pac era proveniente do B. megaterium
ATCC 14945 (ambos microrganismos expressam a enzima extracelularmente). Os
autores sequenciaram esse gene e¢ o clonaram em E. coli HB101. A sequéncia
apresentou 2406 nucleotideos com um contetdo C+G de 37%, o qual codificou
uma cadeia polipeptidica de 802 aminoacidos (Figura 2.3).

Comparacdo da sequéncia de aminoacidos de PGA de B. megaterium com
aquelas de k. citrophila e A. viscosus revelou que todas as PGAs pertencem a
mesma familia de proteina. A enzima de B. megaterium mostrou maior
similaridade com a PGA de A. viscosus, com 97% de semelhanca nos
aminoacidos e 98% nos nucleotideos. Essa alta similaridade permitiu os autores
concluir que o gene pac de B. megaterium e A. viscosus divergiram muito
recentemente de um gene ancestral comum e que a PGA ¢ secretada utilizando um
peptideo sinal. No entanto, quando o gene pac de B. megaterium ¢ clonado em E.
coli a enzima nao consegue ser secretada, sugerindo que o peptideo sinal nio ¢

reconhecido pela maquinaria de secregdo de E. coli.
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ATGTAAATGA
TACATTTACT

F L P
AGTTTTTACC
TCAAAAATGG

T Y F M
CCTATTTTAT
GGATAAAATA

H E Y G
ATGAATATGG
TACTTATACC

P S A P
CTAGCGCTCC
GATCGCGAGG

S L Q I
CCCTTCAAAT
GGGAAGTTTA

E N F V
AGAATTTTGT
TCTTAAAACA

A I V G
CCATAGTCGG
GGTATCAGCC

Vv G F V
TAGGTTTTGT
ATCCAARACA
M E G S
TGGAAGGTTC
ACCTTCCAAG

A L S A
CTCTAAGTGC
GAGATTCACG

A K N S
CGAAGAACTC
GCTTCTTGAG

E S F T
AATCTTTCAC
TTAGAAAGTG

R T V H
GGACAGTACA
CCTGTCATGT

S W S F
CGTGGTCTTT
GCACCAGAAA

A K N L
CAAAAAACTT
GTTTTTTGAA

40
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+2 K E F E N A A S E Y T M S L N W Y Y A D
1501 AAAAGAATTT GAGAATGCAG CTAGTGAATA TACGATGTCT TTGAATTGGT ATTATGCGGA
TTTTCTTAAA CTCTTACGTC GATCACTTAT ATGCTACAGA AACTTAACCA TAATACGCCT

+2 K K G D I A Y Y H V G R Y P V R N S K I
1561 TAAGAAGGGT GATATAGCGT ATTATCATGT AGGAAGATAT CCAGTAAGAA ACAGCAAAAT
ATTCTTCCCA CTATATCGCA TAATAGTACA TCCTTCTATA GGTCATTCTT TGTCGTTTTA

+2 D E R I P T P G T G E Y E W K G F I P F
1621 TGATGAAAGA ATCCCTACAC CAGGAACAGG AGAATATGAG TGG GGTT TTATTCCTTT
ACTACTTTCT TAGGGATGTG GTCCTTGTCC TCTTATACTC ACCTTTCCAA AATAAGGAAA

+2 K E N P H V I N P K N G Y Vv V N W N N K
1681 TAAAGAGAAC CCTCATGTAA TCAATCCGAA GAATGGCTAT GTAGTTAATT GGAACAATAA
ATTTCTCTTG GGAGTACATT AGTTAGGCTT CTTACCGATA CATCAATTAA CCTTGTTATT

+2 P S K E W V N G E Y S F Y W G E D N R V
1741 GCCTTCTAAA GAGTGGGTAA ATGGTGAATA TAGTTTTTAT TGGGGAGAGG ATAATCGAGT
CGGAAGATTT CTCACCCATT TACCACTTAT ATCAAAAATA ACCCCTCTCC TATTAGCTCA

+2 Q QY I N G M E A R G K V T L E D I N E
1801 CCAACAATAT ATCAATGGGA TGGAAGCGAG AGGGAAAGTT ACATTAGAAG ATATTAATGA
GGTTGTTATA TAGTTACCCT ACCTTCGCTC TCCCTTTCAA TGTAATCTTC TATAATTACT

+2 I N Y T A S F A QO L R A N L F K Q L L I
1861 AATTAATTAT ACGGCAAGCT TTGCACAGCT TCGAGCAAAC CTCTTTAAAC AGTTATTGAT
TTAATTAATA TGCCGTTCGA AACGTGTCGA AGCTCGTTTG GAGAAATTTG TCAATAACTA

+2 D Vv L D K N K § T N G N Y I Y L I E K L
1921 TGATGTGTTG GACAAGAATA AATCAACCAA CGGGAACTAC ATCTATTTAA TTGAAAAACT
ACTACACAAC CTGTTCTTAT TTAGTTGGTT GCCCTTGATG TAGATAAATT AACTTTTTGA

+2 E E W N N L K E D E N K D G Y Y D A G I
1981 GGAAGAATGG TAATCTAA GAAGACGA T. GAT GGATATTATG ACGCAGGGAT
CCTTCTTACC TTATTAGATT TTCTTCTGCT TTTATTTCTA CCTATAATAC TGCGTCCCTA

+2 A A F F D E W W N N L H D K L F M D E L
2041 TGCGGCATTC TTTGATGAAT GGTGGAATAA TCTCCATGAT AAACTCTTTA TGGATGAATT
ACGCCGTAAG AAACTACTTA CCACCTTATT AGAGGTACTA TTTGAGAAAT ACCTACTTAA

+2 G D F Y G I T K E I T D H R Y G A S L A
2101 GGGAGACTTC TATGGAATAA CGAAAGAAAT TACCGATCAT CGCTATGGGG CTTCATTAGC
CCCTCTGAAG ATACCTTATT GCTTTCTTTA ATGGCTAGTA GCGATACCCC GAAGTAATCG

+2 Y K I L N K E S T N Y K W vV N V D Q E K
2161 ATATAAAATA TTAAACAAGG AATCTACAAA CTATAAATGG GTGAACGTAG ATCAGGAAAA
TATATTTTAT AATTTGTTCC TTAGATGTTT GATATTTACC CACTTGCATC TAGTCCTTTT

+2 I I M E s T N E V L A K L Q S E K G L K
2221 AATAATAATG GAAAGCACAA ATGAAGTACT TGCTAAATTG CAATCAGAAA AAGGGTTGAA
TTATTATTAC CTTTCGTGTT TACTTCATGA ACGATTTAAC GTTAGTCTTT TTCCCAACTT

+2 A E K W R M P I K T M T F G E K S L I G
2281 AGCAGAAAAA TGGCGTATGC CTATAAAAAC GATGACTTTT GGTGAAAAAT CATTGATTGG
TCGTCTTTTT ACCGCATACG GATATTTTTG CTACTGAAAA CCACTTTTTA GTAACTAACC

+2 I P H G Y G s M T P I I E M N R G S E N
2341 TATTCCCCAC GGGTATGGCT CAATGACTCC AATTATTGAA ATGAATCGTG GAAGTGAAAA
ATAAGGGGTG CCCATACCGA GTTACTGAGG TTAATAACTT TACTTAGCAC CTTCACTTTT

+2 H Y I E M T P T G P S G F N I T P P G
2401 TCATTATATT GAAATGACTC CGACAGGGCC GAGTGGCTTT AACATCACAC CGCCTGGTCA
AGTAATATAA CTTTACTGAG GCTGTCCCGG CTCACCGAAA TTGTAGTGTG GCGGACCAGT

+2 I 6 F vV K K D G T I S D H Y D D Q L V M
2461 ARTTGGATTT GTAAAAAAAG ATGGAACGAT AAGTGACCAC TATGATGACC AACTAGTTAT
TTAACCTAAA CATTTTTTTC TACCTTGCTA TTCACTGGTG ATACTACTGG TTGATCAATA
+2 F A E W K F K P Y L F N K K D I N K A A
2521 GTTCGCCGAA TGGAAATTCA AGCCATACTT ATTTAACAAG AAAGATATTA ATAAAGCAGC
CAAGCGGCTT ACCTTTAAGT TCGGTATGAA TAAATTGTTC TTTCTATAAT TATTTCGTCG

+2 K N V S A L N M S K @
2581 TAAAAATGTT AGCGCATTAA ATATGAGTAA GTAGAAAGTA ACGATTTGAA TATACCCTAT
ATTTTTACAA TCGCGTAATT TATACTCATT CATCTTTCAT TGCTAAACTT ATATGGGATA

2641 CATTCAAGCA TAAAGAGCCT ATACTATTGA TGCTGTGACC TCGATTTTGA ATCGGGGTCA
GTAAGTTCGT ATTTCTCGGA TATGATAACT ACGACACTGG AGCTAAAACT TAGCCCCAGT

2701 TTTTTGTAAT CCCCACTTGT AATGACACTT TCAAAAGTAG GTTACAAACA AAACGCCGGG
AAAAACATTA GGGGTGAACA TTACTGTGAA AGTTTTCATC CAATGTTTGT TTTGCGGCCC

2761 GCAAGGGGAA ATCTTACTCC GGCAATATAT TAAGAATAAT GGGAGAATCG ATCTATTTGG
CGTTCCCCTT TAGAATGAGG CCGTTATATA ATTCTTATTA CCCTCTTAGC TAGATAAACC

2821 GGAGATGCTC AATCATGTGC ATGATAGATT CAGTAAGGTA TTAAGATATT ATCAGCAATT
CCTCTACGAG TTAGTACACG TACTATCTAA GTCATTCCAT AATTCTATAA TAGTCGTTAA

2881 ATTTTGCCAG CCAGCTGCTC
TAAAACGGTC GGTCGACGAG

Figura 2.3. Sequéncia nucleotidica e dos aminodcidos do gene PGA de Bacillus
megaterium (Martin et alli, 1995). Dados apresentados no GenBank numero
737542.
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Outros trabalhos encontrados na literatura tém como objetivo desenvolver
sistemas para obter alta expressio de PGA baseados na selecdo de uma
conveniente linhagem hospedeira e nos plasmidios. Conforme Sobotkova et alli.,
1996, ambos contribuem para a formagdo de um sistema de alta expressdo de
PGA.

Em geral, o papel dos plasmidios ¢ assegurar um niimero alto de moléculas
plasmidiais recombinantes por célula e uma eficiente transcri¢do do gene clonado.
O hospedeiro, junto com as condigdes de crescimento, podem determinar a
estabilidade do plasmidio recombinante. O hospedeiro também tem um papel
importante durante a passagem da cadeia polipeptidica precursora até a formagao
da enzima madura.

Sobotkova et alli., 1996, na tentativa de encontrar um hospedeiro
conveniente levou em consideragao os fendtipos da linhagem hospedeira, tais
como capacidade para utilizar 4cido fenil acético e a presenca do gene pac que
codifica a penicilina G acilase. Entre as 15 linhagens testadas a expressdo mais
alta foi em E. coli R3 e C, ambos dos quais carregam o gene pac nos Seus
cromossomos. O vetor plasmidial multicopias pKA18 resultou em uma maior
expressao do gene pac em relagdo ao plasmidio pAAG.

Cabe observar que todos os trabalhos descritos até o momento utilizaram a
forma de clonagem mais tradicional (item 2.4.1.1). No entanto, sdo encontrados
trabalhos que utilizam a técnica de PCR para amplificar o gene PGA. Huang et
alli., 1998, amplificaram o gene PGA de B. megaterium CA 4098 através dessa
técnica para entdo clonarem em um vetor (pKK223-3) e expressarem em E. coli
HBI101.

Yang et alli., 1999, amplificou o gene PGA de B. megaterium por PCR e
subclonou em um vetor de expressao pPZW103. O plasmidio recombinante foi
transferido para o B. subtilis DB104. Enquanto a produgdo de PGA ¢ induzida
pelo acido fenil acético em B. megaterium, na linhagem transformada (B. subtilis)
a enzima foi produzida constitutivamente. Procedimento semelhante foi realizado
por Yang et alli., 2001, para expressar PGA de B. megaterium em B. subtilis
WB600. O nivel de PGA atingido foi de 40 UI/mL sob condi¢des otimizadas.
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Como pode ser observado, com o desenvolvimento da tecnologia do DNA
recombinante, as pesquisas tém enfocado bastante a clonagem de genes de PGA,
tendo sido encontrados ainda varios outros trabalhos na literatura, como por

exemplo, Panbangred et alli.,2000, Chou et alli.,2000 e Lin et alli.,2001.

2.5. Purificacao de enzimas

Cada tipo de célula pode conter milhares de proteinas diversas, pois cada
espécie de organismo contém um conjunto distinto de proteinas. O isolamento na
forma pura de uma determinada proteina ¢ realizado por diferentes métodos,
sendo que ndo existe um método tnico ou um conjunto de métodos aplicaveis ao
isolamento de todas as proteinas indistintamente. Porém, para qualquer proteina, é
possivel, geralmente, escolher uma sequéncia de etapas de separacdo, que irdao
resultar em um grau elevado de purificagdo e um alto rendimento. O objetivo
geral ¢ aumentar a pureza ou a afinidade bioldgica da proteina desejada por
unidade de peso, pela eliminac¢do das proteinas inativas ou indesejaveis, enquanto,
ao mesmo tempo, eleva-se o rendimento a0 maximo.

Ainda, para cada espécie de microrganismo, a proteina pode ser produzida
de modo intracelular ou extracelular. No caso em que a proteina ¢ extracelular, as
células sdo desprezadas do caldo de fermentacdo e trabalha-se com a parte liquida,
porém quando a proteina ¢ produzida intracelularmente, ¢ necessario realizar o
rompimento das células antes de se iniciar as etapas de purificagdo propriamente
dita.

As propriedades das proteinas em solucdo sdo levadas em consideracdo
para separar misturas de proteinas, portanto o conhecimento de algumas
propriedades da enzima em estudo facilitara a escolha de determinados métodos.
A Tabela 2.12 mostra as operagdes de purificacdo baseado nas propriedades das

proteinas.



44

Tabela 2.12. Operagdes de purificagdo e separacao das proteinas ( Leser e Asenjo,
1992)

Operacdes Propriedades

Centrifugacao Velocidade de sedimentacao
Filtracao Tamanho da particula
Microfiltracao Tamanho da particula
Homogeneizacao Natureza intracelular

Moinho de bolas Natureza intracelular

Ultrafiltragao Tamanho molecular

Extracdo em duas fases Coeficiente de particao
Precipitacao Solubilidade

Adsorcao For¢as Van der Waals, polaridades
Troca i6nica Carga

Interagdes hidrofobicas Superficie hidrofobica

Afinidade Cromatografica Afinidade biologica

Filtracdo em gel Tamanho molecular

Cromatografia liquida de fase reversa |Interacdes hidrofobicas e hidrofilicas

Pode-se observar pelos resultados de Balasingham et alli., 1992, ( Tabela
2.13) as diferentes etapas requeridas para purificar e concentrar a PGA
intracelular proveniente de E. coli. Cabe observar que para obter a enzima
praticamente pura ocorreu uma perda no rendimento de 75% ao longo do

Pprocesso.
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Tabela 2.13. Isolamento da penicilina amidase de E. coli ( 10kg ) (Balasingham et
alli., 1972).

Material Vol Cp Aet * 107 Ae R
O (mg/ml)  (UD (Ulmg) (%)

Suspensao rompida 50 28,4 1,32 0,093 100

Extrato(depois da remog¢ao

Das membranas) 42 31,4 1,16 0,088 88

Sobrenadante * 42 19,2 0,87 0,108 66

(NH4)2SO4 ppt.

(redissolvido) 6 45 0,71 0,26 54

(NH4)2SO4 ppt.

(redissolvido) 1 45 0,150 0,33 54°

Polietilenoglicol ppt.

(redissolvido) 0,25 76 0,181 0,95 65

Solucao dialisada 0,25 62 0,114 0,73 41

Coletado no fracionamento

em coluna DEAE-celulose 0,24 4.4 0,067 6,35 25

* Depois da precipitagdo com sulfato de estreptomicina, para que ocorra a precipitagéo
dos acidos nucleicos.

® Nio ¢ uma etapa de concentragio/purificagdo, apenas ocorre mudanga no método da
medida de atividade, que € feito com PDAB (p-dimetilaminobenzaldeido).

R = Rendimento , Cp = Concentragdo de proteinas, Ae = atividade especifica

Aet = atividade enzimatica total

Senthilvel e Pai, 1996, ao purificar PGA de B. megaterium NCIM 2670,
obtiveram uma recuperagdo de enzima ainda menor no final das operagdes de
purificacao, como pode ser observado na Tabela 2.14. Uma das razdes citada
pelos autores para a baixa recuperagdo foi a presenga de proteases no meio que
provavelmente desativaram a PGA ao longo do processo utilizado. A segunda
possibilidade pode ser a perda por adsor¢do sobre a membrana de ultrafiltragao

durante a concentragao.
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Tabela 2.14. Atividade de Penicilina G acilase em diferentes operagdes de

purificacdo ( Senthilvel e Pai,1996)

Volume | Proteina | Enzima | Atividade | Recuperagao
(ml) total total especifica de enzima
(mg) | (UD | (Ulmg) (%)
Extrato 360 4176 1764 0,4 100
Enzimatico

Retido da 100 1740 980 0,6 56
Ultrafiltrag¢ao

(NH4)2S04 ppt. 25 160 323 2,0 18
Fragdo 40-70%

Coluna Sephadex 25 100 263 2,6 15

Na etapa de ultrafiltragdo os autores verificaram um aumento na atividade
especifica, o que mostra que algumas proteinas pequenas foram removidas com o
filtrado, e portanto, a ultrafiltracdo atua ndo somente para concentrar mas também
para purificar parcialmente a penicilina G acilase.

Na precipitagdo com sulfato de amonio, o caldo de enzimas foi saturado
com diferentes quantidades, ndo se observando nenhuma atividade em
precipitados formados com até 40% de saturacdo. Os melhores resultados foram
obtidos com as coletas dos precipitados de 40 a 70% de saturagao.

Phillips e Caldwell, 1951, obtiveram melhor desempenho na purificacdo e
concentragdo da glicoamilase com uso de sulfato de amonio, dialises intercaladas,
e posteriormente fracionamentos com etanol.

Pinotti, 1999, no estudo sobre concentragao/purificacio de PGA por B.
megaterium obteve os melhores resultados usando concentracdo com sacarose,
onde uma progressiva retirada de liquido era obtida mantendo-se a solucdo
confinada em uma membrana de dialise sempre em contato com sacarose
cristalizada. Os resultados indicaram que ndo existe inativacao da enzima quando
aplicada esta técnica, recuperando-se praticamente toda a enzima, tornando esta

técnica muito interessante quando usada em pequena escala.
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Outra técnica utilizada por Pinotti, 1999, foi a precipitacdo com solventes
organicos, que ndo se mostrou eficiente devido provavelmente a baixa
concentracdo de enzima presente no caldo, pois estudos realizados com a adicao
de PGA produzida por E. coli (baixas e altas concentragdes) mostraram que a
técnica ¢ eficiente somente quando altas concentragdes de enzimas estavam
contidas no caldo.

As técnicas utilizadas neste trabalho foram didlise, precipitagdo com

solventes organicos, uso de micro e ultrafiltracdo e adsor¢ao por troca idnica.

2.5.1. Dialise

Esta ¢ uma técnica bastante utilizada entre os trabalhos encontrados na
literatura para purificacdo de enzimas, como por exemplo, Senthilvel et al, 1996;
Phillips et al.,1951 ; Chiang et al. ,1967 ; Savidge et al.,1975 ; Balasingham et
alli.,1972. Na didlise, as proteinas em solu¢do podem ser separadas facilmente de
solutos de baixo peso molecular por meio de uma membrana semipermeavel
capaz de reter as moléculas proteicas permitindo a passagem das moléculas
menores do soluto e da agua. Isto torna essa técnica muito interessante,
principalmente quando se trabalha com meios fermentativos com altas
concentragdes de substratos, bem como, apds etapas de fracionamento com sais
para se obter o precipitado ressuspendido livres de ions.

Ha que se salientar aqui que como o tamanho dos poros da membrana ndo
sdo todos iguais a proteina desejada deve ser muito maior que o tamanho dos
poros, pois sendo ela ird aparecer tanto no filtrado como no retido (Scopes, 1988).

Um problema observado por Lagone et alli., 1996, ao realizar a didlise para
parcial purificacdo da poligalacturonase, foi a perda da atividade dessa enzima
ap6s 10 horas de dialise, devido a presenca de celulases no extrato enzimatico.
Essas enzimas atuam na celulose dos poros da membrana, aumentando seus
tamanhos e portanto permitindo a passagem de proteinas de maior peso molecular,
sendo desta forma necessario a troca das membrans apds 10 horas de dialise. No
entanto, contornando esse problema com a troca das membranas, os autores

obtiveram um grande aumento da atividade especifica apds 12 horas de processo.
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Savidge e Cole, 1975, quando utilizaram esta técnica na purificagao de
PGA por B. megaterium, obtiveram melhor desempenho quando o material
ressuspendido foi dialisado por 24 horas com trés trocas do tampao, isto porque a
substitui¢do da fase aquosa externa por diversas vezes aumenta a eficiéncia da
técnica.

Mesmo verificando perdas na atividade enzimatica, como apresentado por
Balasingham et alli, 1972, essa etapa ¢ importante para se obter melhores
resultados em posteriores purificagdes, principalmente, quando se usa colunas

cromatograficas.

2.5.2. Precipitacdo com solventes organicos

Esta operacao de purificacdo baseia-se na solubilidade das proteinas, sendo
que a distribuicdo de residuos hidrofilicos e hidrofébicos na superficie da
molécula de proteina ¢ o fator que determina a solubilidade em varios solventes.
No entanto, as propriedades solventes da 4gua podem ser manipuladas para alterar
a solubilidade das proteinas, tais como mudancas na for¢a i6nica, pH, adicdo de
solventes organicos misciveis, outros solutos inertes ou polimeros, e ainda a
combinac¢do destes juntos, com variagdo de temperatura.

Nesta técnica o principio que causa a agregacdo das proteinas ¢ a menor
constante dielétrica dos solventes em relacao a da agua, ou seja, menor capacidade
de isolamento das cargas de diferentes polaridades. Isso fard com que sua adicao
em uma solugdo proteica aquosa aumente as forcas de atracdo entre cargas opostas
nas proteinas resultando na precipitacdo das macromoléculas (Scopes, 1988).
Desta forma, as misturas de proteinas podem ser separadas tendo como base as
diferengas quantitativas em sua solubilidade, ou seja, a distribuicdo de seus
residuos hidrofilicos e hidrofobicos na superficie da proteina. As proteinas
extremamente hidrofébicas podem ser 100% soluveis em solventes organicos.

Um outro fator que afeta a precipitagdo por solventes organicos ¢ o
tamanho das moléculas. Para moléculas maiores, o percentual de solvente
organico requerido para precipita-las € menor, assim para moléculas de tamanhos

diferentes, mas com similar hidrofibicidade, a ordem da precipitagdo sera o
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inverso do tamanho. As moléculas grandes precipitam mais cedo porque elas t€ém
uma maior chance de possuir uma area de superficie carregada que corresponde
com outra molécula.

Uma vantagem do fracionamento com solventes organicos ¢ que pode ser
executado a temperaturas negativas, desde que todos os solventes misciveis
formem misturas com a 4gua, congelando bem abaixo de 0°C.

Em temperaturas aproximadamente de 10°C o efeito da desnaturagio ja se
torna significativo. A desnaturacdo relaciona-se a interagdo intramolecular
hidrofobica, que ajuda manter a estrutura da proteina. A baixas temperaturas, a
falta de flexibilidade conformacional faz com que seja improvavel que moléculas
de solventes organicos penetrem a estrutura interna da proteina e cause
desestabilizacdo. Em altas temperaturas, pequenas moléculas de solventes
organicos entram nas fendas da superficie, surgidas espontaneamente devido a
flexibilidade natural da estrutura e atacam as forcas hidrofobicas. A altas
temperaturas as for¢as hidrofobicas internas das moléculas de proteinas sdo fortes
e relativamente mais importantes na manuten¢do da integridade da molécula,
sendo que a perda dessas interagdes resulta rapidamente na desnaturagao.

Lucarini et al.,1996, estudaram a precipitacdo da amiloglicosidase por
etanol, e observaram que a % de etanol e a temperatura sdo as variaveis que
exercem maior influéncia na precipitagdo. A vazdo de adi¢do de etanol também
foi uma variavel estudada, mostrando que vazdes maiores beneficiam a
precipitacdo da amiloglicosidase, resultando em atividades maiores. Isso pode ser
atribuido ao tempo de contato entre a enzima e etanol. O tempo de contato e o pH
ndo se mostraram importantes quando estudados isoladamente, indicando que o
tempo de contato e a vazio de adi¢do do etanol ndo sdo independentes, levando a

crer que tempos de contatos menores sao favoraveis.

2.5.3. Ultrafiltracgao

A ultrafiltragdo é um processo de separagdo e concentracdo que utiliza
membranas para tais objetivos. Os processos de separacdo com membranas (PSM)

vém, cada vez mais, se tornando importantes como alternativas aos processos
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convencionais de separacdo nas industrias quimicas, farmacéuticas,
biotecnolégicas e de alimentos (PETRUS, 1997 apud Vieira, 1999). Fatores como
0 menor consumo energético em comparacdo aos processos de separagao
convencionais, a flexibilidade operacional devido ao fato dos sistemas com
membranas serem mais compactos € a obtencdo de produtos finais de melhor
qualidade, contribuiram para o avanco cientifico e tecnoldgico dos processos com
membranas ocorrido nos ultimos 30 anos. Via de regra, os PSM sdo operados a
temperatura ambiente, o que viabiliza sua utilizagdo no fracionamento de misturas
envolvendo substiancias termosensiveis. Por este motivo, eles tém sido
amplamente empregados na industria farmacéutica e de alimentos e, mais
recentemente, como uma alternativa de “downstream processes” em
biotecnologia. Ao contrario da maioria dos processos de separacio, 0s processos
com membranas apresentam, ainda, a vantagem de serem extremamente simples
do ponto de vista operacional.

Processos com membranas, para os quais a diferenca de pressdo ¢ a forga
motriz, t€m sido utilizados para concentrar, fracionar e purificar solugdes diluidas,
em particular, solu¢des aquosas.

Na ultrafiltracdo, a solucao pressurizada flui sobre uma membrana porosa
que permite apenas a passagem de moléculas pequenas. A solucdo na qual a
proteina é concentrada flui sobre a membrana enquanto que, sob pressdo, a dgua
flui através da membrana, juntamente com solutos de baixo peso molecular. Nesse
processo, portanto, a proteina ¢ retida pela membrana e concentrada em relagdo
aos outros solutos. Nesta técnica nao ocorre modificagdo séria da estrutura e
funcionalidade da proteina, pois ndo ¢ aplicado calor e condic¢des fisicas/quimicas
severas.

Quanto aos poros dessas membranas utilizadas, ndo se pode falar em
diametro de poros Unico, existe de fato, uma certa distribuicdo normal, em torno
de um didmetro médio, portanto, as membranas podem reter de maneira distinta,
solutos de pesos moleculares diferentes. O coeficiente de rejeicdo, R, de uma

membrana para um dado soluto ¢ definido pela relagao:

R=1-Cr

0
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onde Cp e Cj representam a concentragdo do soluto no permeado e na
alimentac¢do, respectivamente. Por este motivo as membranas de ultrafiltracdo sio
caracterizadas através da chamada curva de corte, que relaciona o coeficiente de
rejeicdo em fungdo do peso molecular do soluto.

Em nivel industrial, o principal problema quanto ao uso da ultrafiltracao ¢
a diminuicdo da taxa de permeacdo durante o processamento. Esse declinio do
fluxo com o tempo pode ser causado por varios fatores, tais como polarizagdo da
concentragdo, adsor¢do, formag¢ao de camada gel e bloqueio dos poros, sendo a

equacgao do fluxo permeado através da membrana dado por:
AP
J=——7—
n-R

Total

Em que: R totat = Rm + Ra + Rp + Rg + Rpc
Sendo: 1 - viscosidade do permeado
Rm — resisténcia intrinsica da membrana
Ra — resisténcia devido a adsorcao
Rb — resisténica devido ao bloqueio dos poros
Rg — resisténcia devido a camada gel
Rpc — resisténcia devido ao fendmeno de polarizagio da

concentracao

As diversas resisténcias contribuem em diferentes graus para a resisténcia
total. No caso ideal, somente a resisténcia da membrana (Rm) estd envolvida.
Como a membrana tem a capacidade de ser seletiva, havera um acumulo de
moléculas retidas proximas a superficie da membrana. Isto resultard numa regido
altamente concentrada préxima a membrana e esta regido causard uma resisténcia
adicional ao transporte de massa, conhecida como resisténcia devido a polarizagao
da concentracdo (Rpc). Esta concentragdo pode tornar-se tdo alta que uma camada
gel pode ser formada por precipitacdo de macromoléculas sobre a membrana, o
que acarretaria numa resisténcia adicional, Rg, que provoca uma perturbacdo no

funcionamento hidrodinamico do sistema.
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Quando a camada gel atinge, sob condi¢des operacionais constantes, um
estado de equilibrio dindmico, ou seja, particulas sdo agregadas e desagregadas a
uma mesma taxa, a alteragdo das condi¢des operacionais, principalmente pelo
aumento da velocidade tangencial, faz com que parte desta camada de gel se
desloque junto com a solugao circulante.

Nao ¢ possivel evitar a formacdo da camada gel quando se trabalha com
macromoléculas, porém o controle dessa camada pode ser feito, assim como na
polarizagdo da concentragdo, através de baixa pressdo e turbuléncia ou ainda no
material que constitui a membrana.

O outro fendmeno que pode ocorrer ¢ o da adsor¢do sobre a superficie da
membrana assim como dentro dos poros. Este fenémeno depende das
propriedades fisico-quimicas tanto da membrana como dos solutos em contato
com esta. Além disso, o grau de adsor¢ao ¢ fungdo direta da concentragdo de
soluto na interface membrana/solucdo, ou seja, quanto maior o fendmeno de
polarizagdo da concentragdo, maior serd a adsor¢do. Novamente, a consequéncia
sera um aumento na resisténcia ao transporte de massa, alterando as caracteristicas
de transporte de membrana (Petrus, 1997, apud Vieira, 1999).

Na diafiltragdo, o solvente € reposto por tampao fresco, pois o objetivo ¢
s0 remocao de contaminantes ¢ nao a concentra¢ao do soluto.

Apoés a etapa de microfiltragcdo, Illanes et alli.,1994, realizaram uma
diafiltragdo e concentragdo de PGA de B. megaterium em uma unidade de
ultrafiltracdo em fibra oca. A taxa de alimenta¢ao foi de 6 litros/min a uma
pressdo transmembrana de 20 psig, e as fibras tinham um didmetro interno de
7,510 m. O valor da curva de corte da membrana (MWCO) era 100000 D com
area total de membrana de 0,0465 m”.

As condi¢des usadas por Senthilvele e Pai, 1996, usando um sistema de
fibra oca foram: taxa do fluxo de alimentagdo de 850ml/min a uma pressao
transmembrana de 0,28kg/cm2, didmetro interno das fibras de 0,5mm. O MWCO

era 50KD com area total de membrana de 500 cm?.
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2.5.4. Adsorcio por troca idnica

O processo de adsor¢ao ¢ uma técnica bastante utilizada na purificacdo e
concentragdo de proteinas, sendo que a adsor¢do por troca idnica baseia-se na
distribuicdo de cargas das proteinas (Scopes, 1988). As proteinas sdo adsorvidas
nas resinas trocadoras de ions por ligagdes eletrostaticas entre as cargas opostas da
superficie da proteina e o grupo carregado do adsorvente.

Os suportes cromatograficos (resinas) subdividem-se em anidnicos e
cationicos. Os primeiros possuem ligantes carregados positivamente, destacando-
se entre eles o dietilaminoetii (DEAE), aminoquaternario (Q),
aminoetilquaternario (QAE). Nos segundos, os ligantes estdo carregados
negativamente e entre eles, tem-se o carboximetileno (CM), metilsufonato(S),
propilsufonato (SP). As proteinas, como regra geral, ficam carregadas
positivamente a valores de pH baixos porque os residuos dos aminoacidos estdo
protonados e, pelo contrario, a valores de pH elevado apresentam em geral uma
carga superficial liquida negativa.

A capacidade desses suportes depende da concentragdo dos grupos i6nicos
e da porosidade do suporte, verificando-se exclusdo molecular ou uma difusao
dificultada das proteinas nos poros de pequeno diametro. A capacidade tipica de
adsor¢do de proteinas para esses adsorventes ¢ da ordem de 100 mg proteinas/ml
de gel, sendo também afetada por fatores externos, como o valor de pH e
concentragdo de sal no tampao. Em consequéncia, para uma proteina concreta, as
condigdes de ligacdo e a capacidade do gel tém que ser determinadas
experimentalmente. A desorcdo da proteina faz-se por eluicdo competitiva ou pela
variagdo do pH no tampdo eluente, de modo a alterar a carga superficial da
proteina (Fonseca, 1995).

Os modelos matematicos mais utilizados na literatura para representar o
equilibrio entre a quantidade de proteina adsorvida e a que permanece na fase
liquida sdo os Linear, Langmuir, e Freundlich. Dentre esses apenas o de Langmuir
tem base tedrica. A equacdo | representa o modelo de Langmuir, a equagdo 2 o

Linear e a equacao 3 o de Freundlich.
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q,C*

= i C* equacao 2.1
+

q*

sendo q a quantidade de proteina adsorvida por massa ou volume de adsorvente,
C* ¢ a concentragdo de equilibrio, qm a quantidade maxima de proteina adsorvida

por unidade de massa ou volume de adsorvente e K a constante de equilibrio.

Equagao de Freundlich
q=K*y" equagdo 2.2
Equacao linear

q=K*y equagdo 2.3

onde q a quantidade de proteina adsorvida por massa ou volume de adsorvente, y

¢ concentracdo de proteina livre em solugdo e K / n sdo constantes.

2.5.4.1 Adsorcao em leito expandido (ALE)

r

A adsor¢do em leito expandido ¢ uma tecnologia integrada para a
recuperagdo primaria de proteinas a partir de solucdes contendo células ou
residuos celulares em suspensdo sem a necessidade de remogdao prévia das
mesmas. Essa operagdo combina clarificagdo, purificacdo e concentragdo em uma
unica etapa como ¢ mostrado na Figura 2.4 (Calado et alli.,2001; Lin et alli.,
2001).

Diversas sdo as vantagens apresentadas por esta técnica, entre elas o
aumento de rendimento do produto devido ao menor numero de etapas necessarias
e 0 menor tempo de exposi¢ao do produto alvo as proteases presentes no caldo de
cultivo. Adicionalmente, a aplicacdo de ALE elimina a necessidade de
equipamentos caros € com alto custo de energia, como por exemplo, centrifugas
continuas e unidades de microfiltragdo. Esta técnica ¢ especialmente atrativa
quando a corrente de alimentacdo tem uma baixa concentragdo de produtos e um

alto conteudo em biomassa. (Shepard et alli.,2001).
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Caldo de Fermentagdo
|

v

Pellet |q] Clarificacao: Clarificagio
- centrifugagao /
- filtragdo Adsorgdo em [ 3| Recuperagdo
' leito expandido
l Concentracao
Purifica¢do primaria: Purificacio
- cromatografia

- precipitagdo seletiva
Purificacdo secundaria

Polimento

Figura 2.4. Comparacdo entre um processo de purificagdo convencional e o

processo integrado de adsor¢do em leito expandido (Calado et alli.,2001)

O principio de funcionamento desta técnica baseia-se na fluidizagdo. Dessa
forma, partindo-se de um leito fixo e aumentando-se a vazao de fluido para o leito
atinge-se uma velocidade na qual a for¢a de arraste iguala-se ao peso das
particulas. Entdo, um leito fluidizado estavel ¢ formado quando os adsorventes
sdo suspensos devido ao equilibrio entre a velocidade de sedimentagdo e a
velocidade do fluido ascendente. No uso da ALE inicialmente este equilibrio ¢
atingido com uso de tampao, e somente apos atingir este equilibrio o caldo de
fermentagdo ¢ aplicado na coluna. O leito expandido permitird a adsor¢do das
proteinas enquanto que os sélidos suspensos podem passar no leito sem adsorg¢ao.
O fato das células possuirem uma menor densidade em relagdo as particulas
adsorventes permite que as células sejam arrastadas para fora da coluna (Calado et
alli.,2001 ).

O conhecimento do comportamento do leito em fungdo das propriedades

fisicas das particulas e do fluido ¢ de fundamental importancia para as operacdes
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usando leito expandido. Essa caracterizagdo faz-se principalmente medindo-se a
expansdo do leito em funcdo da velocidade do fluido, ou observando-se a
influéncia de outros fatores como distribuicdo de tamanho das particulas,
viscosidade do fluido, presenca de células, pH, concentrag¢do de proteina,
condutividade do caldo, na ligacdo proteina-adsorvente. Chase e Draeger, 1992
mencionam que o sucesso da purificacdo de proteinas, usando a adsor¢ao em leito
expandido, depende crucialmente da habilidade do sistema em produzir um leito
com expansao estavel.

Em nivel de adsorventes, foram introduzidos recentemente no mercado
Streamline® SP e Streamline® DEAE, os quais possuem propriedades ideais para
uso em leitos expandidos. Esses adsorventes sdo constituidos por uma matriz
macroporosa de agarose, com 6% de ligagdes cruzadas, incorporando um nucleo
de quartzo que lhes conferem uma distribui¢do de tamanho de particulas e
densidade propria para aplicagdo em leitos expandidos. Streamline®SP possui o
grupo sulfapropil (-O-CH,CHOHCH,0-CH,CH,CH,SO3-) que ¢ um forte
trocador de cations. Streamline®DEAD possui um grupo que lhe confere o carater
de um fraco trocador de anion, o dietilaminoetil (-O-CH,CH,-N+(C,Hs),H).
Ambos possuem uma faixa de tamanho de 100-300 um e estabilidade de pH na
faixa de 2-11.

Com relacao as condigdes do caldo de fermentacao na estabilidade do leito
e na capacidade de adsorcdo proteina-adsorventes, sdo encontrados alguns
trabalhos na literatura onde os pesquisadores verificaram a influéncia da massa
celular e também otimizaram as propriedades do fluido para obter um melhor
desempenho na ALE (Lin et alli.,2001; Shepard et alli., 2001; Bierau et alli.,2001;
Calado et al.,, 2002; Santos et alli.,2002). Lin et al., 2001, comentam que
inicialmente os processos sdo otimizados para as condi¢des de separacdo
(adsor¢ao e desor¢ao) da proteina desejada em leitos empacotados, seguido por
extensivos estudos no modo expandido com sobrenadantes clarificados para sé
entdo aplicar o caldo bruto.

Lin et al.,2001, pesquisaram uma forma de minimizar as interagdes entre o
adsorvente e a biomassa (células de S. cerevisiae). Os autores verificaram em

trabalhos anteriores que as interagdes entre os trocadores 10nicos e a biomassa sao
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dominadas principalmente por forgas eletrostaticas, portanto a condutividade da
suspensdo celular foi escolhida como o principal pardmetro operacional para
modular a adesdo celular. Os pesquisadores realizaram os experimentos iniciais
em tampao fosfato 20mM pH 7,4 e condutividade de 3,5 mS cm’ e detectaram
uma forte interagdo entre as c€lulas e o trocadores anidonicos (Streamline Q). Esse
comportamento foi explicado pela suposicdo que a pH neutro a maioria das
células sdo polarizadas negativamente e estdo propensas a adsor¢ao nos trocadores
anidnicos carregados positivamente. Consequentemente, a interagdo entre a
biomassa e o adsorvente foi reduzida significativamente pelo aumento da
condutividade da suspensdo de 3,5 mS cm™ para 35 mS cm’.

Shepard et al.,2001, estudaram a purificacdo de 2 proteinas humanas
recombinantes (denominadas proteina 1 e 2) diretamente do caldo de fermentagao
de Pichia pastoris, contendo de 30-44% de biomassa, utilizando adsor¢do em leito
expandido. Os autores também estudaram a capacidade de ligacdo dindmica da
proteina 2 no caldo bruto e no sobrenadante clarificado. Os resultados mostraram
que capacidade de ligacdo dindmica (ql10%) foi de 33 mg/ml de caldo de
fermentagdo e de 57 mg/ml de sobrenadante clarificado. Esses dados mostraram
que a biomassa reduziu a capacidade dindmica para a proteina desejada.

Calado et al.,2002, estudaram o efeito das condi¢des de fermentagao de S.
cerevisiae na adsorcdo de cutinase utilizando leito expandido. Os autores
verificaram que a reducdo na quantidade de extrato de levedura de 20 para 10 g/L
conduziu a um decréscimo de 29% na producgdo de cutinase, porém a capacidade
de adsor¢do da cutinase no adsorvente cationico Streamline SP foi aumentado a
6,7 vezes. Uma vez que os processos de purificagdo contribuem com até¢ 80% do
custo do produto final, foi deduzido que uso de 10 g/L de extrato de levedura
otimiza a producdo global de cutinase. E também de suas conclusdes que, a
dilui¢do do caldo de fermentacdo de 4:5 (v/v), o qual reduz a condutividade,
aumentou a capacidade de ligagdo dinamica (q5%) da cutinase no adsorvente
catidbnico em 1,9 vezes. A capacidade de adsor¢cdo dinamica 5% (q5%) foi
escolhida pelos autores como parametro pois ¢ usual na industria parar a
alimentagdo quando a concentracdo de saida do produto desejado (A) tenha

atingido 5% da concentracdo de alimentagcdo (Ay) pois, embora o aumento da
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carga além de A/Ao = 0,05 possa aumentar a cutinase total adsorvida, isto conduz
a uma perda do produto.

Santos et alli., 2002, verificaram a influéncia da presenga de 5% de
Bacillus pumilus (massa umida) na adsor¢ao de xylanase no adsorvente cationico
Streamline SP. Os autores detectaram dois picos de atividades na eluicdo com
fatores de purificagdo respectivamente de 13,8 e 3,2 vezes e rendimentos de
21,8% e 23,7% para os experimentos em leito expandido sem a presenga de
células. No entanto, quando 5% de massa celular estava presente os fatores de
purificacao diminuiram para 2,3 e 1,7 vezes (picos 1 e 2) e os rendimentos para

13,2 ¢ 21,8%.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Producio da Enzima PGA por B. megaterium

3.1.1.1. Microrganismo

Bacillus megaterium ATCC 14945 cedido pela Fundagdo Tropical —
Campinas, SP, mantido na geladeira em tubos inclinados contendo 20g/L de agar,
3g/L de extrato de carne, 5g/L de peptona e 1,5g/L de glicose. A outra forma de
armazenamento do microrganismo foi em ultrafreezer a —70°C utilizando glicerol

20% como crioprotetor.

3.1.1.2. Nutrientes/Reagentes

Soro de queijo (Sigma), soro de queijo “in natura” (doado pela
Cooperativa de Laticinios Sdo Carlos), caseina (Riedel), alcalase®(0,6L) (Novo
Industria do Brasil), aminoacidos (Synth/Sigma/Ajinomoto), acido fenil acético
(Carlo Erba), carbonato de calcio (Synth), glicose (Synth), vitaminas
(Aldrich/Sigma), sais minerais (Synth/Mallinckrodt), glicerol (Synth) e Penicilina
G (Paraquimica). Demais reagentes utilizados eram de grau analitico de diferentes

marcas comerciais.

3.1.2. Producio da Enzima PGA por E. coli

3.1.2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado na sintese de PGA foi a E. coli ATCC 9637

gentilmente cedida pela Cipan. No laboratorio onde foram realizados os ensaios
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(Instituto Superior Técnico de Lisboa — Portugal) o microrganismo foi mantido
congelado em glicerol — 70°C, sendo que a partir desse congelado que se iniciou a

propagacao em meio solido.

3.1.2.2. Nutrientes/Reagentes

Extrato de levedura proveniente de diferentes marcas (Difco, Merck,
Sigma), acido fenil acético (Difco), peptona (Difco) e Penicilina G potéssica
(Cipan). Os demais reagentes utilizados eram de grau analitico de diferentes

marcas comerciais.

3.1.3. Purificaciao de PGA de E. coli

3.1.3.1. Enzima

A enzima utilizada foi a PGA produzida pela E. coli ATCC 9637, de
acordo com o descrito no item 3.2.8. As solugdes protéicas fontes da enzima
foram utilizadas ao nivel do homogenato, resultante do processo de ruptura por

sonica¢do, e do extrato enzimatico, apos separacao dos fragmentos celulares.

3.1.3.2. Suporte

O adsorvente utilizado na adsor¢ao foi o Streamline® SP da Pharmacia, o
qual ¢ constituido por uma matriz macroporosa de agarose, com 6% de ligacdes
cruzadas, incorporado de um nucleo de quartzo que lhe confere uma distribuicao
de tamanho de particulas (100-300 pum) e densidade propria para aplicagdo em

leitos expandidos.
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3.1.4. Purificacido de PGA de B. megaterium

3.1.4.1. Enzima

A enzima utilizada foi a PGA produzida por B. megaterium ATCC 14945,

de acordo com o descrito no item 3.2.1.

3.1.4.2. Membranas de dialise

As membranas de didlise utilizadas neste trabalho foram provenientes da

Fundacao Sardi com curva de corte de 14000 Da e didmetro de 35mm.

3.1.4.3. Solvente Organico

O solvente utilizado para a realizacdo da técnica de precipitacdo por

solventes organicos foi o etanol da marca Mallinckrodt.

3.1.4.4. Suporte

O adsorvente utilizado na adsor¢do foi o Streamline® SP da Pharmacia

(mesmo anterior — item 3.1.3.2).
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3.1.5. Principais Equipamentos

e (Camara rotativa de temperatura controlada marca New Brunswick Scientific
“shaker”

e Camara rotativa de temperatura controlada marca Aralab (Lisboa-Portugal)

e Reator tipo tanque agitado BIOFLO II fabricado pela New Brunswick
Scientific com capacidade para 5 litros, acoplado a um sistema de aquisi¢ao de
dados e analisador dos gases de saida ,CO, e O,.

e Reator tipo tanque agitado Biostat M fabricado pela Braun com capacidade
para 5 litros (Lisboa — Portugal)

e Autoclave marca FABBE modelo 103, 4000W

e Autoclave marca FABBE modelo 103, 2000W

e Estufa de secagem e esterilizacdo marca FANEM modelo 320 — SE

e Estufa de secagem e esterilizagdo marca FANEM modelo 315/9

e Camara de fluxo laminar marca VECO

e Balanga analitica marca METTLER modelo PB 3002

e Balanga de precisdio marca KERN modelo 410

e pHmetro marca ORION modelo 420 A

e Espectrofotometro marca PHARMACIA BIOTECH modelo Ultrospec 2000

e Banho termostatico marca BROOKFIELD modelo EX — 200

e Banho termostatico marca NESLAB modelo RTE — 111

e Bomba de vicuo marca FABBE modelo 341

e Centrifuga marca EPPENDORF modelo 5403

e Centrifuga marca Beckmann modelo J-21C (Lisboa — Portugal)

e pHstato marca METROHM modelo 718 STAT Titrino

e Reator de vidro com camisa de dgua

e Sonicador Labsonic marca B. Braun (Lisboa — Portugal)
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3.2. Métodos

3.2.1. Producio de Penicilina G Acilase por B. megaterium ATCC
14945

A enzima foi produzida seguindo-se o seguinte procedimento:

3.2.1.1. Preparo do Inoculo

O microrganismo foi repicado dentro de tubos de ensaio e deixados em
estufa por 7 dias a 30°C. Os microrganismos foram retirados dos tubos por meio
de uma solugdo salina 0,9% p/v e transferidos para o frasco de produgdo do
in6culo. Todo material utilizado como os meios necessarios para a obtengdo da

enzima foram previamente esterilizados. O meio so6lido tinha a seguinte

composigao:

Extrato de carne 3,0 g/L
Peptona 5,0 g/L
Glicose 1,5 g/L
Agar 20,0 g/L
Agua de torneira 1,0L

Esse preparo do inoculo foi realizado quando se utilizou microrganismo
mantido em tubos inclinados. No entanto, quando foi utilizado microrganismo
mantido em criotubos essa etapa ndo foi necessaria, adicionando-se a solugdo de

esporos contida nos criotubos diretamente nos frascos de produ¢ao do inoculo.

3.2.1.2. Obtencao do Indculo

O inoculo foi preparado em erlenmeyers de 500 mL contendo 75 mL de
meio em composicoes descritas nas Tabela 3.1 (meios com caseina hidrolisada) e

Tabela 3.2 (meios com aminoacidos livres). Dependendo do objetivo do ensaio
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era selecionado um desses meios. Depois de adicionar o microrganismo, 0 meio

liquido de germinagdo foi incubado por 24 horas a 300 rpm e 30°C. A solugdo de

sais utilizadas nos diversos meios tinha a seguinte composicdo (mg/l):
MgC126H20 = 75,3 ) CaC12.6H20 = 55,1; NaZSO4 = 53,3 5 F€C13.6H20 = 14,5 5
CoCl,.6H,0 = 1,21 ; MnCl,.4H,0 = 1,07 ; CuCl,.2H,0= 0,8 ; Na;M004.2H,0 =

0,68 e ZnCl,= 0,063.

Cada nutriente foi preparado em concentragdes maiores que a atingida no volume

final. Portanto, os valores de concentragdes nas Tabelas sdo valores calculados.

Tabela 3.1 — Composi¢do dos meios de germinag¢do com caseina hidrolisada

Nutrientes Concentragdes (g/1) dos nutrientes dos diferentes meios
GCl | GC2 | GC3 | GC4 | GC5 | GCo6 | GC7
Caseina Hidrolisada* 40 40 40 40 - - 40
Solucao de sais - 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 -
Soro 7 7 7 - 7 7 -
Glicose - - 5,0 - - 5,0 -
Lactose - - - 5,0 - - -

* Considerando uma solugdo de caseina de 80g/L.

Tabela 3.2 — Composicdo dos meios de germinagdo com aminoacidos livres

Nutrientes Concentragdes (g/1) dos nutrientes dos diferentes meios
GAI1 | GA2 | GA3 | GA4 | GAS | GA6 | GAT | GAS
> Misturadeaa™ | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 40 | 20 | 10
Sais - - - 0,2 | 0,2 - 09 | 09
Lactose - 5,0 - 5,0 5,0 5,0 5,0 -
Glicose - - 5,0 - - - - -
Soro 7 - - - - - - 7
Samprosoy - - - 0,4 - - - -
Levedura - - - - 04 | 04 - -

" Mistura de aa (g/L) = alanina = 1,16 ; arginina = 1,64 ; acido aspartico = 2,53 ; cistina
= 0,13 ; acido glutamico = 4,47 ; glicina = 0,44 ; histidina.HCI = 0,98 ; leucina = 4,18 ;
isoleucina = 2,13 ; lisina.HCl = 3,02 ; DL-metionina = 2,49 ; fenilalanina = 2,44 ; prolina
=43 ; serina = 2,49 ; treonina = 1,91 ; tirosina = 1,96 ; triptofano = 0,53 ; valina = 2,76.
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3.2.1.3. Producio da enzima em camara rotativa

A produgdo da enzima também foi realizada tanto em meio com caseina
hidrolisada como em meio com aminoacidos livres, variando-se os diferentes
componentes e as concentracdes destes, conforme mostrado nas Tabelas 3.3 ae b
(meio com caseina hidrolisada) e Tabelas 3.4 a e b (meio com aminoacidos
livres). O volume utilizado de meio foi 50 mL em erlenmeyers de 250 mL. A
solucdo de sais utilizada nos meios de producdo ¢ a mesma apresentada na
obtengdo do indculo. Esses ensaios foram realizados em camara rotativa (New
Brunswick Scientific) a 30°C e 300rpm por até 72h analisando-se a producdo a
cada 24h. Apds cada tempo de fermentacdo as amostras foram centrifugadas a
14.000g por 20 minutos a 4°C. O material sedimentado foi coletado e seco para
determinagcdo da concentracdo celular e o sobrenadante utilizado em analises

posteriores.

Tabela 3.3 a.- Composi¢ao dos meios de producdo com caseina hidrolisada

Nutrientes Concentragdes (g/L) dos nutrientes dos diferentes meios
PC1 | PC2 | PC3 |PC4 | PC5 | PC6 | PC7 | PC8 | PC9
Caseina 51,3 1 51,3 | 51,3 | 51,3 | 51,3 | 51,3 - - 51,3
hidrolisada*
Soluc¢do de sais - 02 (0210204 081 027021 02
Soro 19,6 | 19,6 | 19,6 - 19,6 | 19,6 | 19,6 | 19,6 -
Glicose - - 14,7 - - - - 14,7 -
Lactose - - - 14,7 - - - - -
AFA 2,7 | 2,7 | 2,7 | 2,7 | 2,7 | 2,7 | 2,7 | 2,7 | 2,7
CaCOs 4,13 | 4,13 | 4,13 | 4,13 | 4,13 | 4,13 | 4,13 | 4,13 | 4,13

* Considerando uma solugdo de caseina de 80g/L.
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Tabela 3.3 b.- Composi¢ao dos meios de produg¢ao com caseina hidrolisada

Nutrientes Concentracdes (g/L) dos nutrientes dos diferentes meios

PC10 | PC11 | PC12 | PC13 | PC14 | PC15 |PC16 | PC17 | PC18 | PC19

Caseina | 51,3 | 51,3 | 51,3 | - - - - - - -
hidrolisada*

Solu¢dode | 04 | 04 | 04 | 04 | 04 | 04 | 04 | 04 | 04 | 04

sais

Soro 19,6 | - 19,6 | - 19,6 | 19,6 | 19,6 | 19,6 | 19,6 | 19,6

Glicerol | 14,7 | 14,7 | - - - - - - - -

AFA 2,77 | 2,7 2,7 2,7 | 2,7 | 2,7 2,7 | 2,7 | 2,7 | 27

CaCO; | 413|413 | - | - | - [ - [ - [ - -1 -

Soro liquido - - - 34 34 - - - - -
hidrolisado

Triptona - - - - - - 9 51,4 - -

Peptona - - - - - 25,6 - - - -

Caseina - - - - - - - - 10 5
difco

Tabela 3.4 a — Composicdo dos meios de producdo com aminoacidos livres
Nutrientes Concentracdes (g/L) dos nutrientes dos diferentes meios

PA1 | PA2 | PA3 | PA4 | PAS5 | PA6 | PA7 | PAS
Y Mistura de aa™" 51,3 | 51,3 | 51,3 | 51,3 | 51,3 | 51,3 | 10 20
Soluc¢do de sais 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4 0,4

Lactose - - 14,7 | 0,7 | 14,7 | 14,7 | 14,7 | 14,7
Glicose 14,7 | 0,7 - - - - - -
Acido fenil acético 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 - 2,7 2,7

Carbonato de calcio | 4,13 | 4,13 | 4,13 | 4,13 | 4,13 | 4,13 - -
Mistura de vitaminas' | 2,5 2,5 2,5 2,5 - - - -

" Mistura de aa (g/L) = alanina = 1,16 ; arginina = 1,64 ; acido aspartico = 2,53 ; cistina
= 0,13 ; acido glutamico = 4,47 ; glicina = 0,44 ; histidina.HCI = 0,98 ; leucina = 4,18 ;
isoleucina = 2,13 ; lisina.HCl = 3,02 ; DL-metionina = 2,49 ; fenilalanina = 2,44 ; prolina
=43 ; serina = 2,49 ; treonina = 1,91 ; tirosina = 1,96 ; triptofano = 0,53 ; valina = 2,76.

"Mistura de vitaminas: adenina = 2,5 g/L ; 4acido p-aminobenzdico = 1 mg/L ;
nicotinamida = Img/L
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Tabela 3.4 b — Composi¢ao dos meios de produ¢ao com aminoacidos livres

Nutrientes Concentragdes (g/L) dos nutrientes dos diferentes meios
PA9 PA10 | PA1l | PA12 | PA13 | PAl4
> Mistura de aa" 3,4 10 20 10 10 10
Solucao de sais 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Soro 19,6 19,6 19,6 19,6 19,6 19,6
Acido fenil acético | 2,7 2,7 2,7 - 5.4 2,7
glicose - - - - - 14,7

3.2.1.4. Producio da enzima em fermentador

O procedimento utilizado para a obtengao do in6culo foi 0 mesmo descrito
acima. Apos a obtengao do indculo, o mesmo foi transferido para o biorreator do
tipo tanque agitado juntamente com o meio de produ¢do. Para todos os ensaios a
temperatura foi mantida a 30°C e as condigdes operacionais utilizadas sdo

descritas previamente a cada ensaio.

3.2.2. Verificacao da pureza da cultura de B. megaterium ATCC
14945

Inicialmente era obtido o indculo como descrito no item 3.2.1.2. Este foi
diluido em solugdo salina até obter dilui¢des de 10 ; 10 ¢ 10°. A partir dessas
diluicdes foram pipetadas amostras e adicionadas em placas de petri contendo o

seguinte meio:

Caseina hidrolisada enzimaticamente 40,0 g/L
Soro de Queijo 7,0 g/L
Agar 20 g/L

Essas placas foram mantidas dentro da cdmara rotativa apenas com

controle de temperatura (30°C) por 48 horas ou mais, até se observar o
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aparecimento de colonias. A Figura 3.1. mostra o procedimento experimental.
Quando observou-se colonias aparentemente diferentes, estas foram retiradas por
meio de uma algca de platina e repicadas em tubos com &agar nutriente com

subsequentes etapas para producao da enzima.

[f—’\ (/‘_ a} {r—ﬁ} Cf—ﬁ} (/‘_ ﬁ}
SE
/j// 10mL ]j . .. ]:L 10mL ]:L 10mL ]j
& . S Y Y > A
: ;oo ;N ;N fN R
mf;tﬂgrr?m { Y ; Y | ' E | i '
(skant) . ——— T oomL
iné 90mL 00mL 90mL
75mL - indculo solugiio salina 0.9% solugio salina 09%  solupsio salina 0.9% solugiio salina 0.9%
(10.000) (100.000) (1.000.00m)

FTR R

Y ’

Splacas 5 placas 5placas

Figura 3.1: Procedimento experimental de selecdo do microorganismo

3.2.3. Analise das amostras para acompanhamento da producao de

PGA de B. megaterium

A andlise das amostras para o acompanhamento da producdo iniciou-se
pela separagdo do microrganismo do meio de cultura. A separacdo foi feita por
centrifugacao ou por filtracao.

A centrifugacdo foi feita a 4° C a 11000 rpm por 20minutos e a filtra¢ao
foi feita em membrana millipore com porosidade de 0,2 um.

O sobrenadante foi utilizado para se fazer as andlises de atividade
enzimatica, concentracdo de proteinas (Lowry e Bradford) e concentragdo de

lactose.

3.2.3.1. Analise de Concentra¢ao Celular

A andlise da concentracdo celular foi feita pela pesagem da massa seca.

Antes de fazer a filtragdo a membrana foi previamente seca a 60°C por 24 h,



69

colocada em dessecador e posteriormente pesada. Filtrou-se uma aliquota de 10
mL da amostra. Apds a filtragdo o permeado foi utilizado para andlises e as
membranas foram secas novamente a 60°C por 24h e pesadas. Pela diferenca de
massa determinou-se a concentracdo celular. Nas amostras que continham
carbonato de calcio, primeiramente centrifugou-se a amostra para entdo lavar as
células com 20 mL de solugdo de acido acético 5%. Apds a lavagem, as células

foram filtradas e secas nas condi¢des citadas acima.

3.2.3.2. Determinacao da atividade enzimatica

3.2.3.2.1. Método colorimétrico do PDAB

Este método consiste em determinar a atividade amidase da penicilina G
acilase utilizando o colorimétrico p-dimetilaminobenzaldeido de acordo com
Balashingham et alli., 1972. O 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA) produzido na
reacdo de hidrolise da penicilina G, reage com o PDAB, gerando um produto
colorido que foi acompanhado espectrofotometricamente em um comprimento de
onda de 415nm. A leitura foi relacionada a concentragdo de 6-APA por meio de
uma curva de calibragdo obtida com solugdes padrdes de 6-APA na faixa de 200-
1000pg/mL.

Uma unidade internacional (UI) foi definida como a quantidade de enzima
que catalisa a formacao de 1 pumol de 6-APA a partir de Penicilina G em 1 minuto
a37°C e pH 8,0.

Em um reator aquecido por meio de camisa de agua, ajustado para 37°C
colocou-se uma quantia de PG 4%(p/v) em tampao fosfato 200mM pH 8,0 e
esperou-se estabilizar a temperatura, apos adicionou-se a solugdo de enzima sob
agitacdo. Tomou-se aliquotas em diferentes tempos de reagdo, no qual foram
colocadas em cubetas preparadas com reagente PDAB, que consistia em uma
mistura de 0,5 mL de PDAB 0,5% p/v em metanol, 2,0 mL de acido acético 20%
v/v e 1,0 mL de solugdo de hidréxido de sodio 0,05M, deixando-se reagir por 2,5

minutos.
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3.2.3.3. Métodos para determinacio de proteinas

3.2.3.3.1. Método de Lowry

As amostras de proteinas foram avaliadas quantitativamente segundo o
método modificado de Lowry (Hartree, 1972), que utiliza como curva padriao a
soro albumina bovina, cujo coeficiente angular desta foi de 2,07.

As amostras analisadas foram convenientemente diluidas, quando
necessario, para nao ultrapassaram a concentragao de 0,4 mg/mL.

Em tubos de ensaios, adicionou-se 1 mL de amostra e 5SmL de uma solucao
preparada na hora do uso contendo Na2CO3 2% em NaOH 0,IN, CuSO4 1% em
agua destilada e tartarato de sodio potassico 1% em dgua destilada. Esperou-se 15
min e adicionou-se 0,5mL do reagente Folin Ciocalteau diluido 1:2 na hora do

uso. Apds 30min foi feita a leitura em espectrofotometro a 660nm.

3.2.3.3.2. Método de Bradford

O procedimento utilizado corresponde ao método "standard" descrito no
artigo de Bradford (1976).

O reativo foi preparado dissolvendo-se 100mg de Coomassie Brilliant
Blue G 250 (BioRad) em 50mL de etanol a 95% v/v (Merck) sob vigorosa
agitacdo. A esta solucdo adicionou-se 100mL de acido fosforico a 85% p/v,
diluindo-se em baldo volumétrico até 1L com agua destilada. Esta solucdo foi
filtrada sob vacuo em sistema Millipore com papel de filtro Wathman 113, e
armazenada em frasco plastico na geladeira, sendo estavel por duas a trés

semanas.
Procedimento:
Em tubos de ensaio limpos (isentos de detergente) e secos, adicionou-se

SmL do reativo e 100ul da amostra. A amostra foi convenientemente diluida

quando necessario, de forma que a concentracdo de proteina total ndo
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ultrapassasse a 600mg/L. Agitou-se em vortice, deixando-se em repouso por 5
minutos. A leitura da absorbancia das amostras foi em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 595nm.

Para amostras muito diluidas, a solucdo foi realizar uma dilui¢do inversa
das amostras, ou seja, adicionar maior volume de amostra para cada 5 mL do
reativo, desde que a leitura da absorbancia estivesse compreendida dentro da faixa

da curva de calibragio, que tinha como coeficiente angular 1,2%107.

3.2.3.4. Determinacio da concentracio de Lactose

3.2.3.4.1. Método do Somogyi

Tanto a maltose quanto a lactose sdao dissacaridios que apresentam uma
extremidade redutora. Deste modo, fez-se andlise de acucares redutores pelo
método do Somogyi, descrito abaixo. Também nesta anélise fez-se necessaria a
preparacdo de uma curva de calibragdo com solucdes padrdes de lactose na faixa

de 100 e 500mg/L, cujo coeficiente angular foi de 0,001.

a) Reagentes

Solucao I:
- 16gde NaHCOs ;
- 12g de tartarato de s6dio e potassio KOOC (CHOH),COONa.4H,0 ;
- 24gde Na,COs;
- l44gde Na,SO4 e
- 800mL de agua destilada q.s.p
Os sais foram dissolvidos separadamente e as solugdes foram misturadas e

diluidas a 800mL. Cabe ressaltar que o NaHCOj3 ndo deve ser aquecido.

Solugao II:
Pesou-se 36g de NaSO, e dissolveu-se a frio em 100mL de solu¢do aquosa 40g/L

de CuSo04.5H,0. Completou-se o volume para 200mL com agua destilada.



72

Solugao III:
Pesou-se 25g de molibdato de amonio - (NH4)6M070,4.4H,0 - e dissolveu-se em

450mL de 4gua destilada. Adicionou-se 21mL de 4cido sulftrico concentrado.

Dissolveu-se, separadamente, 3g de arseniato de s6dio monohidrogénio
(Na;HAsO4.7H,0) em 25mL de agua destilada. Misturou-se as duas solugdes,
homogeinizou-se ¢ deixou-se em estufa a 37°C por 24 - 48h.

Deve-se obedecer a ordem de adigdo dos reagentes. Todas as solucdes

devem ser armazenadas em frascos escuros e guardadas em estufas a 37°C.

b) Procedimento

- Dilui-se a amostra de maneira que a concentracdo de actcar redutor estivesse

entre 100 e 500mg/L;

- Preparou-se a mistura das solugdes I e II, na razao de 4:1, no momento de uso;

- Em tubos de Follin-Wu pipetou-se:
- 1mL de amostra e

- ImL da mistura de solugdes I e II

- Tapou-se os tubos com rolhas fendidas e aqueceu-se em banho fervente por
dez minutos cronometrados. O banho deve ser aquecido diretamente no bico
de Bunsen ( sem a tela de amianto) para que a 4gua permanega em ebuligdo ao

se colocarem os tubos de Folin-Wu.

- Resfriou-se rapidamente em banho de gelo

- Adicionou-se 2mL da solugdo III e agitou-se até que ocorre-se o total

desprendimento de gases.
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- Adicionou-se 20mL de 4dgua destilada e homogeinizou-se.

- Preparou-se branco substituindo por dgua destilada a quantidade de amostra a

ser dosada.

- Maediu-se as absorbancias em espectrofotometro a 540nm.

- A concentracao da amostra foi calculada utilizando uma curva de calibragio

previamente preparada.

3.2.3.4.2. Método do DNS

Preparacao do reagente:

O reagente deve ser preparado em banho a + 45° C, ou usando bico de
Bunsen com muito cuidado para que ndo atinja a temperatura de ebuligao.

Em um becker de £ 400 mL, dissolver por completo 30 g de sal de
Rochelle P.A. (tartarato duplo de sodio e potassio) em 50 mL de dgua destilada.
Adicionar em seguida 1 g de 3-5 acido dinitrosalicilico (DNS) a solugao anterior,
e com uma bagueta de vidro tentar dissolver ao maximo as particulas solidas. E
finalmente adicionar 20 mL de NaOH 2 N (8,3 g em 100 mL de H,O destilada),
misturando sempre até completa dissolucao dos solidos presentes.

Transferir quantitativamente a solu¢do obtida para baldo volumétrico de
100 mL. Colocar este baldao em banho de dgua a temperatura ambiente por + 2
horas para resfriamento. Por fim ajustar o volume do baldo para 100 mL com

agua destilada.

Procedimento:

A 1 mL de solugdo de acgucares redutores, adequadamente diluida,
adicionar 2 mL da solucao de DNS. O tubo Follin-wu de 25 mL com esta mistura
¢ aquecido por 5 minutos em 4gua em ebulicdo e a seguir resfriado em agua

gelada, mantendo os tubos tampados com rolhas fendidas.
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Completar o volume do tubo até 25 mL com agua destilada, homogeneizar
bem, e determinar a absorbancia no espectrofotometro. A leitura ¢ feita a 540 nm
(visivel) e a faixa de concentragdo de acucares redutores deve ser de 0,6 a 1,5 g/L.
A curva de calibragdo foi preparada com solugdes de glicose nessa faixa de

concentragao.

3.2.3.5. Determinacdo de glicose e lactose por cromatografia

liquida de alta performance (HPLC)

Glicose e lactose foram acompanhadas por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC WATERS), usando refratometro diferencial 410-Waters. A
coluna utilizada foi ionpak KS 801 e a pré coluna sugar KS-G ambas da Shodex.
Composi¢cdo da fase movel era agua Milli-Q, com fluxo de 1.0 mL/min.
Temperatura da coluna de 80°C e do refratometro 34°C. As amostras foram

previamente filtradas em membranas millipore de tamanho de poro 0,45 pm.

3.2.3.6. Determinacio de aminoacidos, peptideos e acido fenil

acético por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

Para analise de aminoacidos foi usada uma coluna Shim-pack ISC-30
amino-Na (Shimadzu) e as fases moveis A (tampao citrato de sodio 0,2 N, pH
3,2), B (citrato de so6dio 0,6 N e acido boérico, pH 10) e C (hidroxido de sodio 0,2
N) em um gradiente apropriado a uma vazao constante de 0,50 mL/min. Foram
usados para derivatizacdo, pds-coluna, dos aminoacidos os reagentes RA (solugao
de 4cido borico-acido carbonico, pH 10, contendo 0,04% (p/v) de hipoclorito de
sodio comercial) e RB (solucdo 0,8 mg/mL de o-ftalaldeido, contendo 0,4 mg/mL
de Bry-35 e 0,2% (v/v) de 2-mercaptoetanol) a uma vazao total de 0,40 mL/min.
A temperatura de anélise era de 60°C e os aminoacidos eram detectados, apos
serem derivatizados, por fluorescéncia a 350 nm (A de excitagdo) e 450 nm (A de

emissao).
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Os peptideos € o acido fenil acético foram determinados utilizando o
mesmo sistema LC, mas agora usando a coluna Superdex'" Peptide HR 10/30
(Pharmacia Biotech) a temperatura ambiente. Neste caso o eluente 1 foi o tampao
fosfato 0,02 M com 0,25M de NaCl e o eluente 2 foi agua milli-Q. A detecgao foi

em 214nm.

3.2.4. Hidrolise de Caseina

Hidrdlise da caseina 8% foi realizada em pH-stato Metrohn modelo
Titrino, usando uma solucdo 5M de NaOH para manter o pH constante.
Temperatura de 50°C e pH = 8 foram as condi¢des usadas nos ensaios utilizando
todas as proteases. A relacdo massica entre enzima e caseina usadas nos
experimentos foi 1/50. O grau de hidrdlise foi determinado de acordo com a

equagao 3.1, fornecida por Adler-Nissen, 1986, cap.5, pg. 122:

DH:BxNBxlex 1
o M,

x100 equagdo 3.1

total

Onde:

B = consumo de solu¢do de NaOH em mL;

N, = normalidade da solugao de NaOH

o = grau médio de dissociagdo dos grupos a-NH, (valores tabelados para cada
temperatura e pH, fornecidos por Adler-Nissen, 1986, cap. 5, p. 123).

MP = massa de proteina em g.

hiw: = nimero total de ligacdes peptidicas no substrato: 8,2 meqv/g, para caseina, e
8,8 meqv/g, para proteinas do soro (Valores fornecidos por Adler-Nissen, 1986,

p.146-147).

3.2.5. Atividade proteolitica

A existéncia de atividade proteolitica foi verificada por 3 métodos

diferentes, sendo que o primeiro consistia da adi¢do de caldo de fermentagao
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(diferentes diluigdes) em solugdo concentrada de gelatina e entdo essa solucao foi
mantida a 40°C por uma hora e a seguir colocada em geladeira. O segundo
método foi a quantificagdo de NaOH (no pHstato) para manter o pH constante de
uma solugdo que consistia de caseina 8% e de igual volume de caldo de
fermentagdo, ambos a 50°C. E por ultimo (terceiro), utilizou-se o procedimento
utilizado pela Novo Industri para determinacdo de atividade alcalase. Nesse
método o substrato NN-dimetil caseina (DMC) ¢ hidrolisado pelas proteases a
peptideos de baixo peso molecular a 50°C e pH 8,3. Os grupos aminos livres
formados durante a hidrélise reagem com o acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfonico
(TNBS). A atividade ¢ calculada a partir da densidade otica (OD) medida a 425

nm, empregando uma curva de calibragao.

3.2.6. Preparo dos criotubos

Dentre os métodos mais usuais de preservacdo de microrganismo, o
congelamento a baixas temperaturas torna-se mais vantajoso em relagdo aos
demais por preservar a cultura por longos periodos. O preparo dos criotubos com

0 B. megaterium ATCC 14945 passou por varias etapas descritas a seguir:

- A linhagem primeiro foi repicada em tubos inclinados com meio solido e
mantida por 7 dias a 30°C.

- Apos 7 dias, os esporos foram suspensos em 3mL de solucdo salina 0,9% e
repassados aos frascos de Roux, previamente preparados com meio sélido. Os
frascos de Roux foram entdo mantidos por 7 dias a 30°C.

- Ap6s este periodo, foi adicionado aos frascos contendo o meio esporulado uma
solugdo crioprotetora estéril (glicerol 20% v/v) precedida de uma vigorosa
agitacdo e raspagem dos esporos.

- As suspensdes de esporos de todos os frascos foram transferidas para um
erlenmeyer previamente esterilizado.

- Foi retirada uma aliquota para a contagem dos esporos em camara de Neubauer e
finalmente utilizaram-se os criotubos para acondicionar os volumes de suspensao

de esporos refere ntes a concentragdo desejada (10° esporos/mL).
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- Os criotubos foram armazenados em ultrafreezer a (-70°C).

3.2.7. Acompanhamento da viabilidade do microrganismo mantido

em ultrafreezer

A viabilidade celular foi acompanhada pelo método da contagem de
coldnias formadas. Este método considera que o nimero de colonias que crescem
corresponde ao niimero de células vivas presente na amostra. Deve-se distribuir a
amostra a ser examinada sobre a superficie de um meio nutriente, e, apés um
periodo de incubagdo, contar as colonias formadas. Em nosso caso, o
plaqueamento era feito em meio ISP-2 que era composto de (g.L™): glicose (4,0),
extrato de levedura (4,0), extrato de malte (10,0) e 4gar (12,0), pH 7,2.

Esse teste foi realizado antes do microrganismo ser congelado, logo apo6s o
congelamento e mais 3 vezes num intervalo de 8 meses. O teste procedia-se da

seguinte maneira:

% com uma pipeta estéril, removia-se 1 mL da amostra e adicionava-se a 99 mL
de diluente (solugdo de NaCl 0,9%). No nosso caso, a amostra era a suspensao
de esporos contida num criotubo;

% com outra pipeta estéril, removia-se 1 mL da amostra diluida e adicionava-se a
um tubo de ensaio contendo 9 mL de diluente. Este tubo entdo, ficava com
uma diluicdo de 107

¢ agitava-se vigorosamente o tubo de ensaio e, com outra pipeta estéril de 1 mL,
removia-se 0,1 mL para cada placa com dilui¢do 10 e colocava-se 1 mL no

tubo de ensaio com dilui¢do 10™. Esse passo foi realizado até obter tubos com

diluicdo de 107.

As placas eram incubadas a 30°C por 48 horas e entdo era realizada a contagem de
colonias formadas num contador de colonias. As placas eram feitas em
quadruplicatas para que pudesse ser lida a média das colonias. Dai entdo
multiplicava-se este valor (por exemplo uma média de 150) pela diluicdo da placa

correspondente, ou seja, se tivesse sido lido na placa com diluigdo de 10, o
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resultado seria 150x10° esporos.mL’. A Figura 3.2 ilustra um esquema do

procedimento para o teste da viabilidade celular.

i 1ml 1ml 1ml

Criotubo S - B

U 1ml S 9 ml 9 ml 9 ml

I 99 ml
Diluicio 107 10° 107 107
0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
= 2 &2
Fator de dilui¢do 10° 10° 10’

Figura 3.2. Representa¢do do procedimento utilizado para o teste da viabilidade

celular

3.2.8. Producio de Penicilina G Acilase por E. coli ATCC 9637

A enzima foi produzida seguindo-se o seguinte procedimento:

3.2.8.1. Preparo do Inoculo

O microrganismo foi repicado dentro de tubos de ensaio e deixados em
camara rotativa por 2 dias a 30°C. Os microrganismos foram retirados dos tubos
por meio de uma solu¢do salina 0,85% p/v e transferidos para o frasco de

producao do indculo. O meio so6lido tinha a seguinte composigao:

Extrato de levedura 5,0 g/L
Peptona 10,0 g/L
NaCl 5,0 g/L
AFA 1,0 g/lL
Agar 30,0 g/L

pH ajustado para 7,2
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3.2.8.2. Obtencao do Indculo

O indculo foi preparado em erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de

meio dentro da camara rotativa a 250 rpm e 26°C, cujo meio tinha a seguinte

composi¢ao:

Extrato de levedura 40,0 g/L
AFA 1,0 g/L
pH ajustado para 7,5

3.2.8.3. Producio da enzima em camara rotativa

A produgdo de PGA obtida pelo cultivo de E. coli foi realizada em

erlenmeyers de 250 mL contendo 100mL de meio com a seguinte composicao:

Extrato de levedura 10,0 g/L
AFA 3,0 g/L
pH ajustado para 7,2

Apds a inoculagdo do microrganismo (5% do volume total de meio) o
meio de producdo ficou na camara rotativa a 24°C e 250 rpm. No decorrer do
cultivo (maximo de 45horas) eram retiradas amostras para analisar a evolugdo da

fermentagao.

3.2.8.4. Producio da enzima em fermentador

O procedimento utilizado para a obtengao do indculo foi 0 mesmo descrito
acima. Apos a obtencao do indculo, o mesmo foi transferido para o biorreator do
tipo tanque agitado onde o meio de producao ja estava acondicionado. Para todos
os ensaios realizados a temperatura foi mantida em 24°C , controle de pH na faixa

de 6,5-8,5 e aeragdo de 4 litros/min. Quanto ao oxigénio dissolvido e a agitagdo,
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essas foram condigdes que variaram e estao descritas anteriormente a cada ensaio
(item 4.4).

Os valores de pH e de oxigénio dissolvido foram medidos através de
eletrodos calibrados previamente a esterilizagdo. O eletrodo de pH foi calibrado
com tampoes apropriados na faixa de 4 e 7. A calibragdo do eletrodo de oxigénio
dissolvido foi feito da seguinte maneira: calibrou-se o valor de 0%, antes da
esterilizacdo, mergulhando o eletrodo numa solucdo aquosa de sulfito de sédio
500 mg/L e sulfato de cobre pentahidratado 20 mg/L. Esta solucdo reage e
consome rapidamente o oxigénio dissolvido. Por sua vez, o valor de 100% de
oxigénio dissolvido foi obtido no meio de fermentagdo, apds sua esterilizacdo e
resfriamento, impondo uma vazdo de ar de 4 litros/min e uma agitagdo de 750

rpm, saturando rapidamente o meio de fermentagao.

3.2.9. Analise das amostras para acompanhamento da producio

de PGA por E. coli

No decorrer das fermentagdes recolheram-se amostras para avaliar a
evolucdo da fermentacdo. As varidveis analisadas foram pH, concentracdo celular
(densidade otica a 600 nm) e atividade enzimdtica. Os valores de pH e densidade
otica foram lidos diretamente das amostras recolhidas, sendo necessario somente
fazer a dilui¢do apropriada para ler a densidade Otica. Para analisar a atividade
enzimadtica das células (enzima intracelular) foi necessario primeiro separa-las do
meio através de centrifugagdo (centrifuga refrigerada Beckmann JA-21) a 8000
rpm, 7°C por 10 minutos. As células foram, entdo, lavadas por 2 vezes em tampao
citrato 20 mM pH 5,8. Esse tampao foi selecionado devido a etapa de purificagdo.
O volume final de células foi de aproximadamente 10 vezes menor que o volume
de meio de cultivo. Esse procedimento descrito para analisar a atividade
enzimatica foi empregado para meios de cultivo oriundos do fermentador. As
amostras de cultivo provenientes da camara rotativa foram centrifugadas em
eppendorfs a 5000 rpm, 10 minutos e temperatura ambiente, sendo apds lavadas 2

vezes em tampao fosfato 200 mM pH = 8.
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3.2.9.1. Concentracio celular

- Densidade 6tica (600nm), a densidade otica do meio de fermentagao foi lida a
600 nm contra solu¢dao de NaCl 0,85%, sendo o meio previamente diluido de
modo a que o valor da absorbancia, a esse comprimento de onda, seja inferior
a0,6.

- Concentragdo celular ou Biomassa (X), o teor em biomassa, expresso em g cel
seca/L, foi determinado através da reta de calibragdao, a partir do valor da
densidade otica a 600 nm do meio de cultura diluido (FD). Esta reta de

calibracdo foi obtida, por sua vez, de células filtradas e secas.

X (g cel seca/L) = (0,3 * D.Ogoonm) * FD

3.2.9.2 Determinacio da atividade enzimatica

O método para determinar a atividade de PGA de E. coli foi o mesmo
utilizado para a PGA de B. megaterium, que ¢ o método colorimétrico do PDAB.
Contudo, o procedimento foi diferente para as duas enzimas. Nesta etapa
(producdo de PGA por E. coli) a suspensdo celular, isenta de meio de cultura e
previamente diluida em tampio fosfato 200 mM pH 8,0, foi aquecida a 36°C. A
mesma temperatura adicionou-se igual volume de uma solugdo de penicilina G
potassica 4% (p/v) em tampdo fosfato 200 mM pH 8,0. Apds um determinado
tempo de incubacdo, 15-30 minutos, a reacdo de hidrolise da penicilina, pela
enzima, foi interrompida pela adi¢do de dois volumes de reativo de PDAB. Este
reativo, fortemente acido, desnatura a enzima e o PDAB reage com o grupo amino
do 6-APA, formando um composto amarelo (base de “schiff”’) cuja intensidade da
cor depende da concentracio do 6-APA, resultante da reacdo enzimatica. A
suspensao reativa foi clarificada por centrifugacao ( 5000 rpm, 5 min, temperatura
ambiente) e leu-se a absorbancia do sobrenadante a 415 nm contra um branco,
preparado simultaneamente, mas cuja ordem de adi¢cdo das solu¢des de penicilina

G e do reativo de PDAB foram invertidas.
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O reativo de PDAB foi preparado a partir de 625mg de PDAB dissolvido
em 82 mL de metanol, 12,5 mL de NaOH 1M e 100 mL de &cido acético glacial

para um volume final de 500 mL que se completou com 4gua destilada.

3.2.10. Extracao de PGA de E. coli

A PGA ¢ uma enzima produzida intracelularmente e, portanto, ¢
necessarios realizar a ruptura celular para obter a enzima. O método utilizado

para tal foi a sonicagao.

3.2.10.1.  Sonicacao

A ruptura das células por sonicacdo efetuou-se com um sonicador
Labsonic da B. Braun. O processo de sonicag¢do ocorreu pela aplicagdo continua
de pulsos de ultrasons durante 2 minutos, produzindo um aumento da temperatura
na ordem dos 10 a 15°C. No intervalo entre os pulsos resfriou-se a suspenso
celular até¢ a temperatura de 10°C, procedendo-se entdo a um novo pulso de
ultrasons ( até completar 12 minutos).

As experiéncias de sonicacdo foram realizadas num processo descontinuo,
com as seguintes condi¢des:

- 180 — 200 mL de suspensao celular tamponizada com tampao citrato 20 mM
pH=5,8
- Concentragao celular em torno de 30 g cel seca/L

- poténcia do gerador de ultrasons de 200 W

No final da sonicagdo, o homogenato ¢ constituido por fragmentos
celulares e algumas células intactas que sdo removidas por centrifugacdo a 15000
rpm, 20minutos e 5°C.O sobrenadante assim obtido, ¢ uma solucdo protéica

clarificada, designada de extrato enzimatico ou clarificado.
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3.2.11. Purificacio de Penicilina G Acilase de E. coli

3.2.11.1. Processos de adsorc¢iao-desorcao de modo descontinuo

Os processos de adsorcdo realizados para determinagdo das isotermas e de
selecdo da forca i6nica foram feitos em erlenmeyers de 25 mL, contendo 0,5 mL
de gel (Streamline®SP) equilibrados com tampao de adsor¢do e 10 mL do extrato
enzimatico na concentragdo desejada. Essa mistura é deixada em camara rotativa a
100 rpm, temperatura ambiente, durante 150 minutos. Em determinados tempos
foram coletadas amostras (sobrenadante) ¢ mediu-se a atividade enzimatica ¢ a
concentragdo protéica.

As quantidades adsorvidas nos geles, de atividade da enzima e de proteina
total, sdo calculadas pelas seguintes expressoes:

Ads (UI) = (Ag— Aeq.)* V1 equacao 3.2

Ads (mg proteinas) = (Pg — Peq.)* V1 equagao 3.3

Onde:

Ao (UI/mL) e Py (mg prot/mL) sdo respectivamente a atividade e concentragdo de
proteina total na solugao protéica no inicio do processo.

Aqq e Peq 530 as concentragdes de enzima e de proteinas atingidas no equilibrio.

V1 = Volume total oferecido de solugdo protéica

Para encontrar as capacidades de adsorcdo do gel para a atividade e

proteinas € necessario dividir estas quantidades pelo volume de gel utilizado:
q (U/mL gel) = Ads (UI) / V gel equacdo 3.4
q (mg/mL gel) = Ads (mg)/ V gel equagao 3.5
No estudo da influéncia do pH do extrato enzimatico na adsor¢ao-desorcao

utilizou-se colunas da Biorad de 2mL, contendo a mesma quantidade de gel (0,5

mL) equilibrado com tampao de adsor¢do. Nesse processo aplicou-se um volume
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de 5 mL de extrato enzimatico, fez-se a lavagem com 8 mL do tampao de

adsor¢do e por fim, a respectiva eluicdo (desorcdo) da enzima com tampao de

adsor¢do adicionado de 150 mM de NaCl ( 3mL — 2 vezes). Os parametros

calculados neste estudo sdo apresentados abaixo com suas respectivas formulas.

Atividadeadsorvida = ((Act .. ¥ Vi) - (Act

Y

. - Atividadeadsorvida
rendim entodeadsor¢do =
ACt i X Vi
. N Act ,, xV )+ (Act,,, xV
ren dim entodeeluicdo = (Aety . "f”) ( o2 a2)
Atividadeadsorvida
. N Act , xV )+ (Act,,, xV
ren dim entodeoperacdo = (Actyy xVep) + (Al XVer2)
Act oie X Vipanit
. N atividadeespecificaeluicdo
fatordepurifica¢do = pecifi ¢

atividadeespecificaclarificado

atividadeadsorvida
capacidadedeadsor¢ao =

volumeresina

) - (ACt lav ™ Vlav. ))
equagdo 3.6

ext.

equagao 3.7

equacao 3.8

equacao 3.9

equagdo 3.10

equagdo 3.11
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3.2.11.2. Processos de adsorcao-desorciao de modo continuo

Os processos de adsorcdo realizados de modo continuo utilizaram uma
coluna Biorad de 20mL, contendo 8 mL de gel (Streamline®SP) equilibrados com
tampao citrato 20 mM pH = 4,8. No uso da ALE inicialmente foi realizado o
equilibrio entre o sistema tamponante e o adsorvente, com o fluxo ascendente e de
forma expandida, com uma velocidade linear de SmL/min (condi¢do ja estudada
por Fonseca, 1995). Apds a etapa de equilibrio seguiu-se a etapa de aplicacdo da
amostra, na mesma velocidade. Aplicada a amostra, realizou-se a lavagem (com
tampao), também com o fluxo ascendente e velocidade de 5 mL/min. Entdo, o
fluxo foi interrompido, esperou-se a sedimentacdo do adsorvente e iniciou-se a
eluicdo da enzima com o sentido do fluxo descendente com o leito fixo, com uma
velocidade linear de 2,5 mL/min. O tampao de eluigdo foi o tampao de adsor¢do
(tampao citrato 20 mM pH = 4,8) adicionado de NaCl 150 mM. Na Figura 3.3
tem-se a ilustragdo das etapas usadas na adsor¢do em leito expandido.

Para a adsorc¢ao em leito fixo utilizou-se as mesmas condigdes e solugoes,
contudo, o fluxo foi sempre descendente.

Apoés a eluicdo, a regeneracdo do adsorvente foi realizada na propria
coluna pela passagem abundante de dgua destilada, solu¢gdo de NaOH 0,5M/NaCl

0,5M, novamente agua destilada e armazenada em solugdo de etanol 20% (v/v).

Jm JE) j:ﬂ %4}

(1)= leito fixo (2) = expansdo e equilibrio (3) = aphcagao da amostra seguida por
lavagem (4) = elui¢do e regeneragio

Figura 3.3 — Etapas usadas na adsor¢do em leito expandido (ALE)
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Nesse modo de operagao a capacidade de adsorcao foi calculada conforme
a equacdo 1 do item 4.6.2.1.4. Os rendimentos de recuperacdo e de purificagao

foram obtidos pela seguintes formulas:

. ~ ACtel x Vel ~
ren dim entoderecuperacdo = equagao 3.12

Athlari/' x Vclarif

atividadeespecificaelui¢do

fatordepurificagdo = equagao 3.13

atividadeespecificaclarificado

3.2.12. Purificacdo/Concentraciao de PGA de B. megaterium

Os métodos utilizados nessa etapa foram os seguintes:

3.2.12.1. Dialise

As membranas utilizadas foram previamente tratadas para eliminacdo de
metais pesados, e entdo o caldo de fermentacdo foi convenientemente
acondicionado ¢ dialisado contra tampao fosfato SmM pH 6, com 3 trocas do

tampao durante 24 horas.

3.2.12.1.1. Tratamento das membranas

1- Lavou-se com detergente e 4gua de torneira

2- Retirou-se todo detergente

3- Ferveu-se durante 15 minutos ( 2x ), passou-se agua quente dentro

4- Colocou-se as membranas em solucdo de etanol 50% de 2 a 5 litros por 1 hora
(2x)

5- Imersdo por 1 hora em bicarbonato de sédio 10mM, EDTA 1mM, 2 trocas e
em seguida 2 vezes em agua milli-Q

6- Estocou-se a 4° C em azida sddica ImM

7- Antes de usar lavar com a solucao de dialise.
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Observacao: Uma vez iniciado o tratamento acima, nunca deixe as membranas de

dialise secar, porque elas rompem.

3.2.12.2. Concentragao com Solventes Organicos

Neste método o meio de fermentacdo contendo a proteina desejada foi
precipitado com a adi¢do lentamente de solvente (etanol) a frio. O volume de
solvente utilizado foi de 4 volumes para cada volume de solu¢do de enzima. O
meio de fermentacao foi mantido em um banho frio (-1°C) de volume suficiente
para assegurar rapida transferéncia de calor. Durante a adicdo do solvente foi
necessario uma adequada agitacdo. Quando a adi¢do do solvente foi completada, a
mistura permaneceu mais 15 minutos no banho frio com temperatura constante,
para atingir o equilibrio, e entdo centrifugado a —1°C e 11000 rpm por 20 minutos.
O sobrenadante foi desprezado cuidadosamente e o precipitado formado

redissolvido em um volume minimo de tampao fosfato 200 mM pH 8.

3.2.12.3. Processos de adsorcao-desorcao

Os processos de adsor¢do foram os mesmos descritos no item 3.2.11.1 e

3.2.11.2.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Producio de PGA por B. megaterium em camara rotativa

4.1.1. Estudos da estabilidade do microrganismo: conservacio,

pureza, selecao e reativacao da cultura

Inicialmente foi realizado um ensaio de produg¢dao de PGA por Bacillus
megaterium ATCC 14945 utilizando meio de fermentacdo reportado na literatura
(Berazain,1997), denominado de PC1, com o intuito de verificar a estabilidade do
microrganismo, uma vez que este estava estocado em geladeira por 2 anos sem
repique (denominado em nosso laboratorio por linhagem original). Os valores
encontrados de atividade enzimatica (Tabela 4.1) mostram que o microrganismo
se manteve estavel quando conservado em meio soélido (tubos inclinados) em
geladeira, pois valores similares foram obtidos por Pinotti, 1999, utilizando o

mesmo microrganismo.

Tabela 4.1. Resultados obtidos na producdo de PGA por B. megaterium ATCC
14945

Ensaio | MG | MP | Tempo | pH | Atividade Cx Atividade
(h) enzimatica | (g/L) especifica
(UI/L) (Ul/g célula)
1 GC1 | PC1 | Inbculo - 1,8 -
0 - 0,2 -
24 7,9 41,6 3,1 13
48 8,4 99,0 4,0 25
72 9,0 97,0 4,1 24

Cx = concentracao celular; MG = Meio de germinagdo; MP = meio de producao

4.1.1.1. Verificacao da pureza da cepa de B. megaterium

Visando selecionar o microrganismo a ser utilizado como in6culo padrao
estudou-se a seguir a pureza da cultura utilizada no ensaio 1. Assim, o

microrganismo foi cultivado em meio liquido de germinagao e amostras diluidas
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em solugdo salina (10™; 107; 10™°) foram incubadas em meio sélido. Como pode
ser observado na Figura 4.1 a placa com dilui¢do de 10 apresentou uma melhor
separacdo e, portanto, melhor visualizacdo. Macroscopicamente observou-se o
surgimento de duas colonias aparentemente diferentes, na qual uma apresentou
aspecto concentrado, denominada col6nia A, enquanto a outra apresentou-se de
forma mais espalhada, denominada colonia B, as quais podem ser observadas

mais detalhadamente na Figura 4.2.

Figura 4.1. Placas apos o aparecimento de colonias em ordem

crescente para as trés diluigdes (107 107; 10°°)

Selecdo do Microrganismo
Bacillus megaterium ATCC 14945
Dilui¢sio 107

Figura 4.2. Placa com diluicdo de 107
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A partir da diferenga observada separou-se as duas colonias em novos
repiques em 4gar nutriente (Figura 4.3 ), e as colonias A e B foram cultivadas
separadamente em meio liquido de germinagdo/propagacdo (auséncia do indutor
acido fenil acético). A Figura 4.4. mostra a visualizacdo no microscopio das

colonias A e B no meio de cultivo.

Colonia A Colonia B

Figura 4.3. “Slants” com as colonias A e B.

Colonia A Colonia B

Figura 4.4. Visualiza¢do no microscopio das colonias A e B.
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Os valores obtidos para a velocidade maxima de crescimento nesse meio
foram de 0,2 h™' para a colénia A e 0,03h” para a colonia B. Esses resultados
confirmaram, pois, a existéncia de duas colonias formadas por células
efetivamente diferentes.

A seguir, testaram-se as capacidades de produgdo de enzima das duas
colonias em separado. Os resultados obtidos nos ensaios de producdo,
apresentados na Tabela 4.2, mostraram que a atividade enzimatica das coldnias
em separado decresceu de aproximadamente 50% em relagdo ao ensaio 1, onde
estavam juntas. O passo seguinte foi realizar um ensaio de produgdao de PGA
utilizando um “slant” onde as colonias A e B foram repicadas juntas, para
observar-se se havia influéncia do isolamento dessas colonias na produgdo da
enzima. No entanto a atividade enzimatica encontrada (39,42 UI/L) foi muito
proxima da encontrada utilizando-se as colonias em separado. Esses resultados
indicam que deve ter havido degeneragdo da populacdo de microrganismo devido
a realiza¢do de repiques sucessivos de uma populagdo estocada por um longo
periodo de tempo. Outra possivel explicagdo seria a producdo de proteases
extracelulares simultaneamente a de penicilina G acilase. Passou-se, por isso, a se
investigar de maneira qualitativa a possivel presenca de proteases no caldo de
fermentagdo. A metodologia que foi utilizada (item 3.2.5 — primeiro método) ¢
muito sensivel a presenca de protease no meio, sendo possivel observar-se a nao
gelificagdo da solugdo mesmo para baixas concentragdes de proteases no meio.

Os resultados obtidos com a aplicagdo do método mostraram nao haver
presenca de proteases, o que indica ser realmente a atenuacdo de uma ou das duas

colonias a causa provavel da baixa produg@o observada.
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Tabela 4.2. Resultados obtidos na producdo de PGA utilizando as colonias A ¢ B

(ensaio 2 e 3 respectivamente )

Ensaio MG MP | Tempo | pH | A.E. Cx Atividade
(h) (U/L)| (g/L) | especifica
(Ul/g célula)
2 GCl1 PC1 | Indculo - 1,6 -
(coldnia A) 0 - 0,2 -
24 8,1 38 2,6 15
48 8,7 43 3,0 14
72 9,0 46 2,3 20
3 GCl1 PC1 | Indculo - 1,3 -
(coldnia B) 0 - 0,2 -
24 7,7 39 1,9 21
48 8,5 54 2,5 22
72 8,9 54 2,0 27

Cx = concentragdo celular; A.E = atividade enzimatica; MG = Meio de germinagao;
MP= meio de produgdo

Foi, entdo, adquirido novo “slant” da Fundagdo Tropical, no qual o
microrganismo foi submetido a repique e ao processo de selecdo conforme
descrito acima. Contudo ndo foi possivel observar coldnias diferenciadas com
esse novo microrganismo. Os resultados obtidos em ensaio de produgdo com esse
microrganismo sao apresentados na Tabela 4.3. Como pode ser visto, novamente,

baixas atividades enzimaticas foram atingidas.

Tabela 4.3. Resultados obtidos na producdo de PGA utilizando novo “slant” de B.
megaterium ATCC 14945

Ensaio | MG MP Tempo pH A.E. Cx Atividade
(h) (UL)| (g/L) especifica
(Ul/g célula)
4 GC1 | PC1 | Indculo - 1,3 -
0 - 0,2 -
24 8,1 8 1,2 7
48 8,3 11 1,1 10
72 8,4 25 0,9 28

Cx = concentragdo celular; A.E = atividade enzimatica; MG = Meio de germinagao;
MP= meio de produgdo

Visando verificar a interferéncia da possivel presenca de contaminantes no
meio de cultura, diversos outros ensaios com esse microrganismo foram

realizados, mudando-se a origem dos nutrientes. Nos ensaios 5-6 variou-se a
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fonte de lactose, onde foi utilizado soro de queijo liquido e em pd
respectivamente. Nos ensaios anteriores sempre se utilizou soro de queijo em po,
portanto o ensaio 6 ¢ uma réplica do ensaio 4, realizado novamente para efeito
comparativo. J& nos ensaios 7-8 utilizaram-se lotes diferentes de caseina
hidrolisada com Alcalase® e também foi realizada uma ativagdo do
microrganismo em meio liquido, anteriormente ao repique, conforme instrugdes
do banco fornecedor do microrganismo. Conforme os resultados apresentados nas
Tabelas 4.4 e 4.5, observa-se que o fato do microrganismo ndo estar alcancando
atividades enzimaticas esperadas ndo estd relacionado com a procedéncia dos
nutrientes. J& a prévia ativagdo do microrganismo em meio liquido conduziu a um

acréscimo da enzima produzida, porém, ainda em quantidades nao satisfatorias.

Tabela 4.4. Resultados na produgdo de PGA utilizando soro de queijo liquido e

em po.

Ensaio | MG MP | Tempo | pH AE. Cx Atividade
(h) (U/L) | (g/L) especifica
(Ul/g célula)

5 GCl1 PC1 | Inoculo - 1,0 -

SQL* 0 - 0,1 -

24 8,0 12 2,5 5

48 8,1 14 2,6 5

72 8,5 17 2,2 8

6 GCl1 PC1 | Ino6culo - 0,5 -

SQP** 0 - 0,1 -

24 8,0 17 1,0 17

48 8,1 21 1,1 19

72 8,5 16 0,8 20

* SQL = Soro de queijo liquido

** SQP = Soro de queijo em po

Cx = concentragdo celular; A.E = atividade enzimatica; MG = Meio de germinagao;
MP= meio de produgdo
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Tabela 4.5. Resultados na producao de PGA utilizando lotes diferentes de caseina

e apos prévia ativagcdo do microrganismo

Ensaio | MG MP | Tempo | pH A.E. Cx Atividade
(h) (U/L) | (g/L) especifica
(Ul/g célula)
7 GCl1 PC1 | Indculo - 1,0 -
0 - 0,1 -
24 7,9 28 1,5 19
48 8,3 49 2,0 24
72 8,8 48 1,9 25
8 GCl1 PC1 | Indculo - 1,0 -
0 - 0,1 -
24 7,84 28 1,8 16
48 8,32 58 2,4 24
72 8,94 46 2,3 20

Cx = concentragdo celular; A.E = atividade enzimatica; MG = Meio de germinagao;
MP= meio de produgdo

4.1.1.2. Selecao do microrganismo para padronizacio do inoculo

Os resultados obtidos no item anterior motivaram a aquisicdo dos
diferentes “slants” encontrados no mesmo banco fornecedor. Os trés novos
“slants” recebidos sdao lotes da mesma linhagem liofilizada de Bacillus
megaterium ATCC 14945, porém conservados de maneiras diferentes. Nos
ensaios 9 e 10, o microrganismo utilizado foi preservado por liofilizacao
(liofilizador Edwards modelo L. 4KR e L 400GS), e no ensaio 11 por
congelamento (-80°C). Os crioprotetores utilizados foram respectivamente: skim
milk 10% + inositol 5%; sacarose 7% + peptona 7% e glicerol 10%. Os novos
ensaios com os “slants” recebidos (ensaios 9-11), e também com um “slant” que
havia sofrido repiques sucessivos em nosso laboratorio a partir da linhagem
original (ensaio 12), tinham como objetivo verificar se um dos lotes alcancgaria
novamente a atividade enzimdtica encontrada inicialmente. Conforme os
resultados mostrados na Tabela 4.6, observa-se que todas as culturas testadas
apresentaram queda na atividade enzimatica, ou seja, o microrganismo desativou-

se mesmo quando ndo submetido a repiques sucessivos.



95

Tabela 4.6. Resultados obtidos nos ensaios de producdo de PGA utilizando

diferentes lotes da mesma linhagem de Bacillus megaterium ATCC 14945

Ensaio | MG | MP | Tempo | pH Cx A.E | C.P. | Lactose
(h) (g/L) | (UIL) | (glL) | (g/L)
Lowry
9 GC1 | PC1 | Inoculo 0,6 - 21,1 49
microrg. 0 0,1 - - 15,2
liofilizado 24 8,0 1,0 20 30,0 12,8
(modelo 48 8,2 0,8 12 29,2 12,4
L 4KR) 72 84 | 08 15 | 342 | 11,8
10 GC1 | PC1 | Indculo 3,7 - 16,7 5,4
microrg. 0 0,4 - - 15,1
liofilizado 24 8,2 3,1 27 30,0 12,3
(modelo 48 8,4 3,5 34 25,6 12,3
L 400GS) 72 8,9 3,2 41 24.4 12,6
11 GCI1 | PC1 | Inbculo 3,2 - 15,5 4.9
microrg. 0 0,3 - - 15,2
congelado 24 8,2 3,5 24 29,2 12,1
(-80° C) 48 8,5 4.5 33 25,4 12,6
72 8,9 4,2 35 23,4 11,8
12 GCI1 | PC1 | Inbculo 1,3 - 23,4 5,2
microrg. 0 0,1 - - 15,2
mantido 24 8,0 1,7 38 34,0 13,9
geladeira 48 8,2 1,9 36 33,1 12,4
(slant) 72 8,6 | 20 56 | 338 | 12,1
Cx = concentracdo celular; A.E = atividade enzimatica, C.P. = Concentracdo de

proteinas; MG = Meio de germinagdo; MP = meio de produgao

Tabela 4.7. Parametros calculados a partir de dados obtidos na produgdo de PGA.

Ensaio max (h'l) Atividade especifica Y x5 lactose
(Ul/g células)
9 0,10 18,8 0,2
10 0,08 12,8 1,1
11 0,10 8,3 1,1
12 0,12 28,0 0,6

Embora todos os lotes recebidos fossem oriundos da mesma linhagem de
B. megaterium ATCC 14945, estes apresentaram caracteristicas distintas entre
eles. Os ensaios 9 e 10 foram realizados com microrganismos oriundos de um
mesmo repique, mas conservados no banco fornecedor usando diferentes
equipamentos e crioprotetores. Pode-se observar que embora tenham iyax

semelhantes, apresentam Yx;s muito distintos (Tabela 4.7). O microrganismo



96

utilizado no ensaio 9, além de crescer pouco era visivelmente diferente dos
demais, no exame ao microscopio. Portanto, observa-se que o crioprotetor e/ou
equipamento utilizado ndo foram eficientes na sua conservagdo. Os ensaios 1 e 12
utilizaram microrganismos oriundos do mesmo repique que os usados nos ensaios
9 e 10, mas conservados ambos na forma de “slants” em geladeira no
DEQ/UFSCar. O microrganismo utilizado no ensaio 12 passou por sucessivos
repiques, enquanto que o utilizado no ensaio 1 foi retirado do “slant” original. Isso
indica que sucessivos repiques podem implicar queda na produtividade do
microrganismo.

Dentre os lotes estudados nesses ensaios, o que apresentou melhor
desempenho na producdo da enzima foi o utilizado no ensaio 12, embora nio
tenha alcancado a atividade enzimatica esperada. Uma vez que ele foi o que
apresentou o melhor desempenho, foi realizada a padronizagdo do inoculo
utilizando-se esse microrganismo. Isso foi feito através da preparacdo dos
criotubos conforme mencionado no item 3.2.6, acompanhando-se a viabilidade
das células armazenadas (item 3.2.7) durante um periodo de 8 meses através de
plaqueamento. Durante todo o periodo acompanhado a viabilidade das células se

manteve constante.

4.1.1.3. Reativacdo do microrganismo selecionado para

recuperaciao da capacidade produtora de penicilina G acilase

Passou-se a seguir a realizacdo de ensaios de producao de PGA com o
microrganismo selecionado (criotubos) visando recuperar a capacidade produtiva
do microrganismo. Para isso foram testadas a adi¢do de sais no meio de produgao
conforme composi¢do de Illanes et alli., 1994, e também o ajuste do pH no inicio
do cultivo, que até entdo somente era ajustado o pH do soro de queijo (pH 7) pois,
conforme Berazain, 1997, quando a solucdo de soro era neutralizada e autoclavada
ndo acontecia a precipitacdo dos acidos graxos presentes no soro € 0 meio
tornava-se mais claro, favorecendo a etapa de inoculagdo do microrganismo ¢ a
manipulagdo dos diferentes reagentes. Os resultados sdo apresentados na Tabela

4.8.
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Tabela 4.8. Influéncia da adi¢do de sais a diferentes pHs na produg¢dao de PGA

utilizando in6culo padrdo (criotubos).

Ensaio | Varidvel | MG | M.P | t |pH| Cx | A.E. |AEsp.| CP | CL

(h) (UI/L) | (Ul/g | (g/L) | (g/L)
células)

Adigao 0 18302 - -

13 desais | GC1 | PC2 | 24 |79 3,2 66 20,6 | 41,6 | 12,4
pH;=8,3 48 84| 5,0 | 128 25,6 | 30,2 | 9,7

72 18,645 | 123 27,3 1333 | 11,8

Adicao 0 [7,0]0.2 - -
14 desais | GC1 | PC2 | 24 |74 3,6 54 15,0 | 38,5 | 14,5
pHi=7 48 | 8,2 5,2 47 9,0 37,3 | 12,8
72 1 8,5]5,5 52 9,5 319 | 11,9

0 [83]0.2 -

15 |pH=83 | GCl | PCl1 |24 79| 1,7] 30 17,6 | 333 | 84

48 |83 1,6 | 38 23,8 | 40,6 | 11,7

72 185 1,7 34 20,0 | 394 | 12,6
0 17,0]0,2 - -
16 PH=7 | GCl | PC1 | 24 |73 | 1,4 18 129 1406 | 11,3

48 | 7,7 | 1,7 23 13,5 | 37,8 | 12,6
M.G = Meio de germinagdo ; M.P = Meio de producdo ; A.E. = atividade enzimatica ;
Cx= concentragdo celular C.P = Concentragdo de proteinas (Lowry); C.L = Concentragao
de lactose

Conforme os resultados obtidos nesses ensaios (Tabela 4.8) observa-se a
importancia da adi¢do de sais, no qual obteve-se praticamente 3 vezes mais
atividade enzimatica (ensaio 13) comparando com um meio onde omitiu-se esses
componentes (ensaio 15). O pH também foi outra variavel importante, atingindo
o dobro de atividade enzimatica quando o pH inicial do meio de cultivo partiu de
aproximadamente 8,3 em oposi¢do a um meio ajustado inicialmente em pH 7
(comparagao entre os ensaios 13 e 14). Porém, esses resultados referentes ao
ajuste de pH, ndo podem ser observados nos ensaios 15 e 16. O que pode ter
acontecido ¢ que devido ao microrganismo estar deficiente em alguns nutrientes
(sais), nem mesmo o ajuste do pH conduziu a uma melhora na producao de PGA.

Esses resultados despertaram o interesse de investigar o efeito da adigao de
sais em um dos lotes testados anteriormente (utilizado no ensaio 10), mantido no
banco fornecedor, para verificar se a deficiéncia nos sais ¢ que estavam causando
uma tdo baixa produtividade (ensaio 17). Paralelamente a este ensaio foram

realizados outros 2 (ensaio 18 ¢ 19) com o intuito de verificar se havia alguma
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diferenca na produgdo de PGA quando se utilizava a solucao de sais em cultivos
realizados com o microrganismo mantido em criotubos (ensaio 18), preparados
em nosso laboratério com 20% de glicerol, ou na forma de “slant” porém sendo

repicado mensalmente (ensaio 19).

Tabela 4.9. Influéncia da adi¢do de sais na produgdo de PGA com B. megaterium

oriundo de diferentes formas de conservacao

Ensaio Variavel MG | MP t pH | Cx A.E | A.Esp.
(microrganismos) (h) (UI’L) | (Ul/g
células)
Indculo 3.4 - -
17 Congelado —-80°C | GC1 | PC2 0 0,4 - -
(banco fornecedor) 24 8,5 5.4 19 3,5
48 8,4 | 5,7 9 1,6
72 8,5 5,8 - -
In6culo 1,3 - -
18 congelado —70°C GC1 | PC2 0 0,2 _

(nosso laboratorio)

24 8,0 | 4,0 75 18,8

48 84 | 44 98 22,3

72 8,6 | 5,1 104 20,4
In6culo 0,9 - -
19 “slant” GCl1 | PC2 0 0,1 - -
24 8,0 4,0 88 22,0
48 84 | 45 121 26,9
72 85| 5,1 93 18,2
M.G = Meio de germinagdo ; M.P = Meio de producdo ; A.E. = atividade enzimatica ;
Cx= concentragao celular

Os resultados mostrados na Tabela 4.9 mostram que o lote congelado —
80°C nao foi capaz de produzir PGA, nem mesmo na presenca dos sais,
confirmando a melhor escolha do microrganismo utilizado para inéculo padrao.
Do ponto de vista da conservagdo do microrganismo os resultados dos ensaios 18
e 19 (Tabela 4.9), onde se obteve aproximadamente a mesma atividade
enzimatica, indicaram que a forma de estocagem do microrganismo em criotubos
com glicerol 20% ¢ uma eficiente maneira de preservagdo. A conservacao em
“slant”, apesar de ser a forma mais comum, aumenta a possibilidade de mutagdo a
cada subcultura, sendo portanto indesejavel para preservagao de microrganismos a
longo prazo. A baixa atividade encontrada no ensaio 17 utilizando um lote

congelado —80°C deve ser possivelmente devido ao tempo de armazenamento do
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mesmo (desde 1996) e também varios outros fatores afetam a sobrevivéncia de
microrganismos congelados tais como: idade da cultura, taxa de congelamento e
descongelamento, temperatura de armazenamento € o tipo e concentragdo dos
agentes crioprotetores. (Heckly,1978).
Esses estudos forneceram assim os seguintes importantes subsidios para a
continuidade do estudo da produ¢do de PGA por B. megaterium:

- a adi¢@o de sais no meio se mostrou essencial para a obten¢do de niveis

mais altos de atividade
- o melhor pH inicial ¢ 8,3
- o armazenamento do microrganismo em glicerol 20% no ultrafreezer

mostrou ser uma forma eficiente de preservacdo da cultura.

4.1.2. Estudos do inoculo: volume e tempo de

germinacio/propagacio

Visando otimizar o tempo total de cultivo ¢ o volume necessario de
inoculo a se utilizar foram realizados ensaios com diferentes concentragoes
iniciais de esporos adicionados no meio de germinagdo e com diferentes tempos
de cultivo nessa etapa inicial. O indculo produzido sob diferentes condigdes era
entdo utilizado para a producdo de PGA em etapa subseqiiente. Para melhor

entendimento a Figura 4.5 mostra o procedimento utilizado nos ensaios.
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1,7mL de solugdo dg gsporos 5,0mL de soluglo de esporos
{(75ml, de meie) {75ml. de meio)

ﬁ ﬁ

meio de meio de
Crescimento crescimento
(24h, 48h e 72h) (24, 48h & 72h)
£ Y
48h

/
A A A A A

£ , £ ,
72h

24h
meio de producio meio de producio
Figura 4.5. Procedimento experimental para estudo da influéncia do volume

inicial de esporos e do tempo de germinacao na produgdo de PGA.

Os resultados obtidos na producdo de PGA para 1,7mL e 5,0mL de
solugdo de esporos utilizados no meio de germinagdo s3o mostrados
respectivamente nas Tabelas 4.10 e 4.11. A Tabela 4.10 mostra os resultados para
o primeiro grupo de ensaios onde se fixou o volume inicial da suspensdo de

esporos em 1,7mL e variaram-se os tempos de germinagdo e producdo da enzima.

Observa-se pela Tabela 4.10 que os melhores resultados foram obtidos
para o tempo de germinagdo de 24 horas e tempo de producdo da enzima de 72
horas. De acordo com os resultados apresentados, observa-se que tempos de
germinagdo acima de 24 horas ndo conduzem a aumento significativo no valor da
atividade enzimatica na fase de producdo. Para os trés tempos de germinacao e 24
horas de producdo, por exemplo, obteve-se aproximadamente 50,0 UI/L de
atividade. A concentragcdo celular apresentou o mesmo comportamento com
pequenas variagdes, que parecem nao interferir na producdo da enzima. Este
resultado nos conduziu a uma reducdo do tempo de cultivo na etapa de
germinagdo permitindo assim a otimizacdo de uma varidvel importante para o

processo de producao de PGA.
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Tabela 4.10. Resultados obtidos na producdo de PGA utilizando meio de

germinagdo com concentragdo inicial de 1,7 mL de solugdo esporos / 75 mL de

meio.
Tempo de Tempo de Produgdo
Germinagao
24h 48h 72h
A.E. Cx A.E. Cx A.E. Cx
(UI/L) (g/L) (UI/L) (g/L) (UI/L) (g/L)
24 h 46 4,1 88 5,2 115 5,2
48 h 52 4,4 110 5,2 89 53
72 h* 47 3,6 96 5,7 10610 | 5.4%0.5

A.E. = atividade enzimatica; Cx = concentragdo celular

* Triplicata

O segundo grupo de ensaios, mostrados na Tabela 4.11, tiveram por

objetivo a confirmagdo dos resultados obtidos no primeiro grupo, com relagdo ao

tempo, além de verificar se a utilizacdo de uma quantidade maior de solucdo de

esporos, 5,0mL, levaria a melhorias significativas na atividade enzimatica final.
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Tabela 4.11. Resultados obtidos na produgcdo de PGA utilizando meio de

germinagdo com concentragdo inicial de 5 mL de solugdo de esporos / 75 mL de

meio.
Tempo de Tempo de Produgao
Geminagao
24h 48h 72h
AE Cx A.E Cx A.E Cx
(VL) (UI/L) (UI/L)
(g/L) (g/L) (g/L)
24h 64 43 88 4.8 89 4,6
48 h 61 4,2 88 4,8 96 52
72 h 59 3,6 89 53 106 5,6

A.E. = atividade enzimatica; Cx = concentragdo celular

Pode-se observar na Tabela 4.11, que sdao obtidos valores semelhantes de
atividade enzimatica em 48 horas de producio, para os trés tempos de germinacao
testados. A duragdo de 72 horas tanto para a fase de germinagdo quanto de
producdo levou a pequeno aumento no valor da atividade final de PGA, mas a
ordem de grandeza da variagdo estd dentro das oscilagdes normalmente
observadas. O tempo de 24 horas parece pois ser realmente suficiente na etapa de
germinagdo. Com relacdo a concentracao celular, valores maiores foram obtidos
para tempo de germinacdo de 72 horas, mas esta quantidade maior ndo conduziu a
aumento significativo na produ¢do de PGA. Na etapa de produgdo, como pode se
observar nos dois casos, 72 horas foi o tempo em que se obteve em média maiores

atividades enzimaticas.

Comparando-se agora os dados das Tabelas 4.10 e 4.11, com relagdo a
quantidade de esporos utilizada, observa-se que um aumento na quantidade de
esporos utilizado no meio de germinagdo nao implica aumento na concentragao de
células e nem da atividade enzimatica no final do ensaio. Portanto, para
simplificar procedimentos experimentais, o volume de solugcdo de esporos foi

fixada em 3 mL que ¢ o volume contido nos criotubos.



103

As Tabelas 4.12 e 4.13 mostram a produtividade e rendimento do produto
com respeito a biomassa (produtividade especifica) respectivamente para 1,7mL e
5,0mL de esporos. Pode-se observar pela Tabela 4.12 que o tempo total de 96
horas (24 horas de germinacdo e 72 horas de produgdo) foi o que apresentou os
melhores resultados de atividade enzimatica, produtividade e produtividade
especifica. A Tabela 4.13 apresenta os resultados para o segundo grupo e observa-
se que o tempo total de 96 horas (24 horas de germinagao e 72 horas de produgdo)
mesmo nao apresentando melhor atividade enzimatica e produtividade, apresenta
o melhor valor de atividade especifica. As diferencas entre os valores de atividade
maxima atingida, além disso, continuam dentro da oscilacdo de 10%. De todo
modo, embora aparentemente 24 horas de germinacdo e 48 horas de produgdo
conduzam a maior produtividade, decidiu-se, a favor da seguranga, continuar
acompanhando a fase de produgdo por 72 horas, na continuidade dos estudos da

producdo de PGA.
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Tabela 4.12. Produtividade e produtividade especifica utilizando meio de

germinagdo com concentragao inicial de 1,7 mL de solucdo de esporos / 75 mL de

meio.
Tempo total do Atividade Produtividade Atividade
ensaio enzimatica (UI/L/h) especifica
(tgerminagao T t productio) (UI/L) (UT/gcstuta)
(24+24)=48 46 1,0 11
(24+48)=T72 88 1,2 17
(24+72)=96 115 1,2 22
(48+24)=72 52 0,7 12
(48+48)=96 110 1,1 21
(48+72)=120 89 0,7 17
(72+24)=96 47 0,5 13
(72+48)=120 96 0,8 17
(72+72)=144 106 0,7 20
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Tabela 4.13. Produtividade e produtividade especifica utilizando meio de

germinagdo com concentragao inicial de 5,0 mL de solucdo de esporos / 75 mL de

meio.
Tempo total do Atividade Produtividade Atividade
ensaio enzimatica (UI/L/h) especifica
(tgerminagao T t productio) (UI/'L) (UT/gcstuta)
(24+24)=48 64 1,3 15
(24+48)=T72 88 1,2 18
(24+72)=96 89 0,9 20
(48+24)=72 61 0,9 15
(48+48)=96 88 0,9 18
(48+72)=120 96 0,8 18
(72+24)=96 59 0,6 17
(72+48)=120 89 0,8 17
(72+72)=144 106 0,7 19

Um outro lote de suspensao de esporos teve que ser preparado devido ao
grande nimero de outras variaveis que estavam sendo pesquisadas na producdo de
PGA (mostradas a seguir). Esse segundo lote apresentou menor capacidade de
produgdo de PGA, necessitando presenca de sais na etapa de germinagdo (meio
GC2) e maiores concentragdes na etapa de producao (meio PC5) para recuperacao
da capacidade de produgdo nos niveis semelhantes aos anteriores. Esse fato
suscitou duvidas quanto as conclusdes obtidas com o primeiro lote de esporos. A
possibilidade de que o menor tempo de germinagdo (24h) ja conduzisse & maxima
concentragdo de enzima na fase de producdo devido a auséncia de algum(s) dos
sais adicionados era assim um hipotese a ser verificada. Decidiu-se por isso
repetir os experimentos anteriores na presenga desses sais. Os resultados obtidos
sdo mostrados na Tabela 4.14 e permitem concluir que 24 horas de germinagdo ¢

realmente o suficiente, mesmo acrescentando-se maiores concentragdes de sais no
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meio. Os menores valores de atividade enzimatica final atingidos em relagdo aos
primeiros ensaios (Tabela 4.10 e 4.11) podem ser explicados assim pelo uso de
um segundo lote de esporos. Uma oscilagio em torno de 10% na atividade
enzimatica final ja é esperada mesmo quando se utiliza um mesmo lote de
esporos. E razoavel, pois, observar oscilagdes até um pouco maiores quando um
novo lote de esporos foi utilizado. Acredita-se, contudo, que essa oscilagdo nao
compromete as conclusdes anteriormente obtidas, confirmando-se, pois, que 24
horas de germinagdo e¢ 72 horas de produgdo s3o os melhores tempos para

producao de PGA.

Tabela 4.14. Resultados obtidos na producdo de PGA utilizando meio de
germinagdo com concentragdo inicial de 3,0 mL de solugdo esporos / 75 mL de

meio. 2% batelada de esporos

Tempo de Tempo de produgdo
Germinagao
24h 48h 72h
A.E Cx A.E Cx A.E Cx
UI/L UI/L UI/L
O | @y | O | @ry | OVD | @)
24 h 71 6,0 71 6,4 90 6,2
48 h 51 5,5 81 7,2 92 6,2

A.E. = atividade enzimaética; Cx = concentragdo celular

Apb6s a otimizagdo dessas variaveis passou-se, entdo, a estudar os

requerimentos nutricionais de B. megaterium para a producao de PGA.
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4.1.3. Estudo dos requerimentos nutricionais do Bacillus

megaterium

4.1.3.1. Meio de germina¢ao com aminoacidos livres

O objetivo deste estudo ¢ investigar os requerimentos nutricionais do
microrganismo para produg¢do da enzima penicilina G acilase, visando a
formulagdo de um meio o mais simples e barato possivel, bem como auxiliar na
elucidacdo do metabolismo do microrganismo. Foram realizados ensaios com
diferentes formulagdes sintéticas e adi¢gdo de nutrientes complexos na fase de
producdo da enzima penicilina G acilase. Essa produgdo, como ocorre em
qualquer cultivo, é precedida pela fase de preparagdo do inoculo, onde ocorre
germinagdo dos esporos e crescimento da massa do microrganismo. Assim, para
evitar elementos desconhecidos do meio de germinacdo quando este ¢ inoculado
ao meio de produc¢do, bem como diminuir a fase de adaptacdo do microrganismo
nesta etapa, o ideal é encontrar um meio de germinagdo sintético que suporte um
bom crescimento celular e que favoreca a fase de producdo. Dessa forma, o
objetivo dos experimentos, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 4.15, ¢
investigar a influéncia de diferentes nutrientes na fase de germinagdo do
microrganismo (producdo do indculo). A meta, contudo, ¢ sempre aumentar a
producdo da enzima, que sempre ocorre na segunda fase, na presenga do indutor
acido fenil acético. Assim, procurou-se correlacionar a producdo de PGA com a
composi¢cao do meio utilizado na fase de germinac¢dao. Nao foi medida, nestes
experimentos, a massa celular no final da fase de germinagdo, pois a presenca de
diferentes nutrientes nos meios testados requereria exaustivos procedimentos de
determinagdes em branco. Optou-se entdo pela medida da concentragao celular no
inicio da segunda fase, feita com meio padrao, apds adicdo de cada indculo (10%
do volume).

Os valores de producdao de PGA por B. megaterium comumente
encontrados na literatura (Illanes et alli., 1994; Gentina et alli., 1997; Hojo, 1997)
estdo na ordem de 250 UI/L. Este estudo dos requerimentos nutricionais objetiva

atingir niveis semelhantes e se possivel superiores a esses valores.
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Tabela 4.15. Resultados obtidos na producao de PGA variando-se o meio de

germinagdo. 1* batelada de esporos.

Ensaio | Variavel M.G M.P T | pH| Cx A.E | A.EEsp.
(h) (g/L) | (UIL) | (Ulg
células)
20 GCl1 PC2 |Inéc 0.8 - -
_ Caseina | Caseina | () 0,1 - -
PADRAO Soro Soro (724 (82| 45 | 76 | 169
Sais
ApaA | 48 (8655 | 133 | 242
72191 49 | 122 | 249
21 GAl PC2 | 0 0.1 ; ;
a.a 24 1821 47 | 81 17,2
Soro 48 |86 | 52 | 126 | 242
P 72191 52 | 134 | 258
22 GA2 PC2 | 0 0.1 ; ;
DE a.a 24 [ 81 41 | 89 | 217
Lactose 48 185 53 | 130 | 245
CARBONO 72 189 43 | 121 | 28,1
23 GA3 PC2 | 0 0.1 ; ;
a.a 24 (80 41 | 87 | 212
Glicose 48 [ 85| 5.4 | 128 | 23,7
721901 45 | 143 | 31,8
24 GA4 PC2 | 0 0.1 ; -
a.a 24 182 44 | 93 | 21,1
Lactose
Samprosoy 48 85 51 | 75 14,7
VITAMINAS Sais 72 9,2 5,1 136 26,7
25 GA5 PC2 | 0 0,1 - -
& aa 24 |82 | 44 | 76 | 173
Lactose
SAIS Levedura 48 18,8 56 | 132 | 23,6
Sais 721921 55 | 126 | 22,9
26 GA6 PC2 | 0 0,1 - -
a.a 24 1821 47 | 8 | 17,9
Lactose
Levedura 48 18,7 53 | 131 | 247
72192 48 | 135 | 28,1

M.G = Meio de germinagdo ; M.P = Meio de produgdo ; A.E. = atividade enzimatica ;
Cx= concentragao celular

O uso do meio padrio complexo na fase de producdo, aqui denominado
PC2, foi feito para se garantir a presenca no meio de algum elemento essencial
para a producdo da enzima, uma vez que as exatas necessidades nutricionais do

microrganismo para producdo de PGA ndo estdo ainda esclarecidas. A caseina
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hidrolisada por alcalase® foi substituida por aminoé4cidos livres preservando a
mesma composicdo da caseina, nos ensaios de 21-26. Nos ensaios 21-23
objetivou-se verificar a influéncia da fonte de carbono no meio de germinagao.
Para os demais ensaios (24-26) o meio GA2 foi suplementado com pequenas
concentragdes de outros componentes (samprosoy e sais; levedura e sais;
levedura) com o intuito de fornecer vitaminas e sais sem alterar demais a
concentracdo de aminoacidos fornecidos.

A observagdo dos resultados apresentados na Tabela 4.15 mostra que a
composicao do meio de germinagdo ndo parece ter afetado significativamente a
produgdo de PGA, obtendo-se valores semelhantes para concentragdo final da
enzima. Observe-se ainda que a massa celular apds 24 horas ¢ praticamente igual
também. Baseando-se nesses resultados, foi selecionado para os proximos ensaios
o meio de germinacdo contendo aminoacidos e lactose (ensaio 22), pois ele
reproduz os componentes utilizados no meio complexo (lactose presente no soro

de queijo e aminoacidos da caseina).

4.1.3.2. Meio de produciao com aminoacidos livres

A partir do meio de germinacgdo sintético padronizado (aa + lactose) foram
realizados diversos ensaios de producdo de PGA em diferentes meios sintéticos. A
Tabela 4.16 mostra as condigdes de ensaio. Os ensaios 27-30 tinham como
objetivo investigar o efeito de diferentes fontes de carbono, bem como a presenca
de efeito repressivo destas (glicose e lactose) na produgdo de PGA. Os ensaios 31-
33 visaram verificar o efeito do acido fenil acético no crescimento celular e na
producdo de PGA. No ensaio 31, o indutor foi adicionado no inicio da fase de
producdo, no ensaio 32 ap6s 8 horas da inoculagdo do microrganismo € no ensaio
33 ndo houve adi¢ao do acido. Conforme mencionado anteriormente o acido fenil
acético apresenta-se como indutor na produgcdo de PGA, porém a altas
concentragdes ¢ quando adicionado no inicio do crescimento inibe a sua produgao.
Esses ensaios visavam por isso melhor esclarecer esse ponto. Nos ensaios
realizados até o momento o 4cido fenil acético era sempre adicionado 8h apos a

inoculacdo do microrganismo.
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Os resultados obtidos nesses ensaios mostraram que o crescimento do
microrganismo ndo ¢ significativo e consequentemente a producdo de PGA
também. Apds a obtencdo desses resultados decidiu-se repetir alguns
experimentos € acompanhar o crescimento do microrganismo ao microscopio, ao
longo das fases de germinacdo e producgdo. Verificou-se assim que os esporos de
B. megaterium adicionados em meio sintético ndo germinavam, o que explica o
comportamento observado nos ensaios 20-26, onde aparentemente a composicao
do meio de germinagdo nao afetava a producdo de PGA. Na verdade, o que
ocorria era que a germinagdo sO ocorria apos transferéncia dos esporos para o

meio complexo padrdo utilizado na fase de producdo, igual para todos os ensaios.
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Tabela 4.16 — Atividade enzimatica (UI/L) e concentragdo celular (g/L) na
producdo de PGA por B. megaterium utilizando meio sintético na etapa de

germinacado e de producdo. 1? batelada de esporos.

Ensaio Variavel M.G M.P A .E* Cx
(72h, UI/L) | (72h, g/1)
27 GA2 PA1 23 <0,1
aa / lactose | aa/sais/AFA/vitaminas/
glicose (14,7g/L)
28 DIFERENTES GA2 PA2 22 <0,1
FONTES DE aa/sais/AFA/vitaminas/
CARBONO glicose (0,7g/L)
29 GA2 PA3 22 <0,1

aa/sais/AFA/vitaminas/
lactose (14,7g/L)
30 GA2 PA4 29 <0,1
aa/sais/AFA/vitaminas/
lactose (0,7g/L)
31 GA2 PA5S 20 <0,1
aa/sais/lactose(14,7g/L)
ADICAO DE AFA t=0h
32 | ACIDOFENIL | GA2 PAS 25 <0,1
ACETICO aa/sais/lactose(14,7g/L)
(AFA) AFA t=8h
33 GA2 PA6 13 <0,1

aa/sais/lactose (14,7g/L)
Sem AFA

* Precisdo experimental ¢ baixa para atividades de PGA abaixo de 30UI/L

Esses resultados indicaram que o microrganismo necessita de algum
nutriente contido no meio complexo. Passou-se assim a estudar a influéncia de
diferentes nutrientes presentes nesse meio, tanto na etapa de germinagdo (in6culo)

quanto de produgdo da enzima.



112

4.1.3.3. Meio de germinac¢io com caseina hidrolisada

Inicialmente foi realizado um detalhado estudo para elucidar qual dos
nutrientes presentes no meio complexo era essencial para a germinagdo e
crescimento do microrganismo na fase de producdo do indculo. Os meios
continham diferentes combinacdes de soro, caseina hidrolisada, sais, lactose PA e
glicose PA. Foram analisadas no inicio e no final da fase de germinacio (24
horas) concentragdes celulares, de proteina e de agucar, bem como observagao
microscopica dos esporos no inicio e apos 24 horas de germinagao. Os resultados

obtidos estao mostrados na Tabela 4.17

Tabela 4.17 — Consumo de nutrientes e concentragdo celular (g/L) apds 24 horas
de cultivo de B. megaterium em meios complexos na etapa de germinagio. 2

batelada de esporos

Meio de germinacao Tempo Cx | Lactose | Glicose
() | L) | L) | (@L)
(HPLC) | (HPLC)
GCl1 0 0,1 6,03
Soro/caseina 24 1,1 5,97
GC2 0 0,1 4,95
Soro/caseina/sais 24 6,3 4,32
GC3 0 0,1 5,99 4,4
Soro/caseina/sais/glicose 24 7,2 4,94 -
GC4 0 0,1 5,04
Caseina/sais/lactose 24 1,5 5,06
GC5 0 0,1 ND
Soro/sais 24 0,4 ND
GC6 0 0,1 ND
Soro/sais/glicose 24 0,6 ND
GC7 0 0,1 ND
Caseina 24 0,3 ND

ND = ndo determinado
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A observagdo microscopica mostrou que ocorre germinagdo em todas as
condicdes testadas, embora o nimero de células vegetativas seja menor para os
meios GCS5, 6 e 7. Comparando-se os resultados obtidos nos ensaios utilizando os
meios GC1 e GC2, vé-se que a presenca de sais conduz a expressivo aumento de
massa celular. Em GC3, vé-se que ocorre aumento ainda maior da massa celular
quando se adiciona glicose, com consumo total desse nutriente. A substituicdo de
soro por lactose PA (GC4) conduziu a muito menor concentragdo celular. Ocorre
algum crescimento celular, ainda que pequeno, na presenga de soro e sais (GCS5).
A adicdo de glicose (GC6) nao conduziu a concentragdes celulares
significativamente maiores. Ocorre também pequeno crescimento celular na
presenga exclusivamente de hidrolisado de caseina (GC7).

Os resultados obtidos mostram que soro de queijo contém algum fator
importante para o crescimento celular, pois sua substituicdo por lactose, na
presenca de caseina e sais, conduziu a drastica redu¢ao na massa celular. O grande
aumento de massa celular observado recomenda assim manutengdo desse
nutriente no meio para a etapa de germinagao.

Os resultados obtidos com relagdo a fonte de nitrogénio ainda ndo foram
totalmente esclarecedores, pois se observou ocorrer germinagao € crescimento em
todos os meios complexos. Os experimentos efetuados até o momento, contudo,
ndo permitiram elucidar se a presenca de pequenos peptideos € necessaria a
germinacdo ou se algum dos aminoacidos livres presentes na mistura usada nos
meios sintéticos reprime o processo de transformacdo do esporo na forma
vegetativa. O esclarecimento requer estudos posteriores variando-se a composi¢ao
da mistura de aminoacidos. Até ser esclarecido o papel dos aminoacidos, os
resultados obtidos mostram que deve ser fornecida fonte de nitrogénio na forma
de pequenos peptideos para a germinagao.

Os sais exercem fun¢do importante no crescimento celular, mostrando que
sua auséncia limita o crescimento do microrganismo, devendo assim estar
presentes em concentragdes apropriadas.

O maior crescimento na presenca de glicose, com esgotamento desse
nutriente nas 24 horas de ensaio, mostra que o microrganismo a utiliza como fonte

preferencial de carbono, o que ja era esperado. Lactose foi pouco consumida.
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4.1.3.4. Meio de producio com caseina hidrolisada

A seguir passou-se a estudar o papel dos componentes presentes no meio
complexo padrdo (caseina e soro e/ou glicose e/ou lactose) na etapa de produgdo
da enzima. Deve-se ressaltar, contudo que um novo lote de esporos teve que ser
preparado para utilizacdo nestes ensaios, o qual apresentou uma menor
produtividade em enzima. Uma vez que foi detectada a grande importancia da
presenca dos sais para aumento da massa celular este nutriente passou a ser
adicionado em todos os meios de germinacao e de producdo, sendo que para esta
ultima etapa, foi variada a concentragdo desse nutriente. Nos ensaios 34-39, os
mesmos componentes presentes no meio de germinagdo sao também utilizados no
meio de producdo. Nos ensaios 40-43 foi fixada a composi¢do do meio de
germinagdo para possibilitar o estudo da influéncia da concentragao de sais (40-
41) e do acido fenil acético (42-43) no meio de producdo. A Tabela 4.18 mostra

os resultados obtidos.



115

Tabela 4.18 — Resultados obtidos na producao de PGA utilizando diferentes meios
complexos. 2° batelada de esporos

Ensaio M.G M.P T |pH| Cx | AE. [AEsp.| CL | CG
(h) (g/L) | (UIL) | (Ul/g | (g/L) | (g/L)
células)
GC2 PC2 0 [ 85| 06 - - 11,0
34 Caseina Caseina | 24 | 8,2 | 4,9 56 11,4 9,5
SO¥0 SOTO 48 | 8,8 | 5,2 58 11,2] 99
Sais | Sais/AFA 77579 4 49 | 65 13,3 8.8
35 GC3 PC3 0 78] 07 - - 94 | 7.5
Caseina Caseina | 24 | 7.8 | 5,7 33 5,8] 9,6 -
Soro/glic. | Soro/glic. | 48 82 | 7,1 55 771 9.1 -
Sais Sais/AFA 72 187 69 61 8,8 94 -
36 GC4 PC4 0 |86 02 - - 11,3
Caseina Caseina | 24 | 82 | 1,9 24 12,6| 10,0
Lactose Lactose 48 | 8,6 | 3,3 45 13,6 10,6
Sais | Sais/AFA 7759535 | 55 15,7] 10,5
37 GC5 PC7 0 [79] 01 - -
Soro Soro 24 | 81 | 0,7 - -
Sais Sais 48 82| 0,9 - -
AFA T 182 12 [ - -
38 GCo6 PC8 0 |74 0,1 - -
Soro/glic. | Soro/glic. | 24 | 8,1 | 0,9 - -
Sais Sais 48 [ 81| 1.2 - -
AFA P 181 | 1,3 - -
39 GC7 PC9 0 |86 <01 - -
Caseina Caseina 24 | 80| 03 13 433
Sais 48 | 8,1 | 1,8 29 16,1
AFA - 72187 32 | 55 17,2
40 GC2 PC5 0 |85] 0,6 - - 12,2
PC2 24 | 83 | 49 71 145] 11,2
T 48 | 8,5 | 5.1 80 15,7| 11,4
0.2gsais 775193 55 [ 80 14,5] 11,1
41 GC2 PCo6 0 [86] 05 - -
PC2 24 | 83 | 3,0 76 25,3
T 48 | 86 | 473 82 19,1
O6gsais 70 [ 95| 44 | 86 19,5
42 GC2 PC2 0 |80 06 - - 10,2
24 | 82 | 4,6 45 9,8] 9,1
AFA 48 | 8,8 | 5,3 50 94| 9,5
T=0h | 72 [94] 51 | 67 13,1] 8.8
43 GC2 PC5 0 [86] 05 - -
24 | 8,7 | 3.8 41 10,8
SemAFA | 48 | 8,9 | 4,3 51 11,9
72 1 95| 42 43 10,2

M.G = Meio de germinagdo ; M.P = Meio de producdo ; A.E. = atividade enzimatica ;

Cx= concentra¢do celular; C.L = concentracdo lactose ; C.G = concentragdo glicose
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Comparando-se os resultados obtidos nos ensaios 34 com o 35, observa-se
que a adicdo de glicose a0 meio conduz a aumento da massa celular, com
consumo total da glicose ja nas primeiras 24 horas. O uso preferencial de glicose
para crescimento ja havia sido observado na etapa de producdo de indculo, mas
vé-se agora que esse aumento de massa celular ndo esta associado a aumento na
producdo da enzima. Uma possivel explicacdo seria o efeito repressor da glicose,
ou seja, enquanto ha glicose o microrganismo a consome de modo preferencial,
com a sintese da enzima reprimida (ver tempo 24 horas). Esgotado esse nutriente
0 microrganismo comegca a utilizar hidrolisado de caseina como fonte de carbono
e de nitrogénio, com ajuste do metabolismo para produzir a enzima.

A substitui¢ao de soro por lactose na etapa de produgdo (ensaio 36) conduz
também a reducdo da massa celular, com pequeno consumo de lactose. Além
disso, fica claro o aumento na velocidade de crescimento do microrganismo e da
velocidade de producdo da enzima na auséncia e na presenga de soro (comparar o
tempo 24 horas para os ensaios 34 e 36). O soro de queijo possui quantidades
importantes de vitaminas e sais minerais. Esses componentes sdo usualmente
requeridos em pequenas quantidades por alguns microrganismos como cofatores

de certas enzimas necessarias nas rotas metabolicas [www.bact.wisc.edu/bac303,

1997]. E possivel, portanto, que o soro esteja fornecendo esses nutrientes.

A importancia da presenca de hidrolisado de caseina fica clara
observando-se os resultados obtidos nos ensaios 37-39. PGA ¢ produzida apenas
quando esse nutriente estd presente. Observa-se ainda que atuando como Unica
fonte de carbono e nitrogénio (ensaio 39) para o Bacillus megaterium enzima ¢
produzida em niveis similares aos observados quando se utilizou outras fontes de
carbono conjuntamente. A metabolizacdo de pequenos peptideos (principalmente
di e tripeptideos) parece assim ser importante para germinagdo e crescimento do
microrganismo e essencial para a producdo de penicilina G acilase por B.
megaterium.

Quanto a presenca de sais, o ensaio 40, onde se dobra a quantidade de sais
presentes, vem confirmar o requerimento de sais minerais pelo Bacillus
megaterium para producdo de PGA, pois a adicdo de uma solucdo 2 vezes mais

concentrada melhorou os resultados obtidos. Essa concentracdo parece estar


http://www.bact.wisc.edu/bac303
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proxima da necessaria, pois a utilizacdo de quantidades ainda maiores de sais
(ensaio 41) ndo afetou significativamente a producao.

Com relagdo ao tempo de adigdo do acido fenil acético, observou-se que a
adicdo do indutor no inicio da fermentacdo (ensaio 42) ou 8 horas apds a
inoculagdo do microrganismo (ensaio 34) ndo afeta o crescimento do
microrganismo nem a producdo de PGA. No entanto, na sua auséncia (ensaio 43)
a atividade enzimadtica foi reduzida praticamente a metade (comparagdo com o
ensaio 40, onde também se utilizou solu¢dao de sais 2 vezes mais concentrada).
Acido fenil acético mostra-se assim importante como indutor da enzima.

Os resultados obtidos nos experimentos mostram que hidrolisado de
caseina ¢ importante na germinagdo e crescimento do microrganismo e essencial
para a producgdo de penicilina G acilase por B. megaterium, podendo atuar tanto
como fonte de carbono como fonte de nitrogénio. Glicose ¢ fonte preferencial de
carbono para o microrganismo, mas ndo ocorre producdo da enzima quando
glicose estd sendo consumida. Soro de queijo possui algum(s) nutriente(s)
importante para crescimento celular e produgdo de enzima, sendo que na presenca
de hidrolisado de caseina, ocorre consumo conjunto do hidrolisado e de lactose
como fonte de carbono. Adicao de sais conduz a expressivo aumento da massa
celular.

Apobs a obtengdo desses resultados, realizaram-se 2 ensaios em shaker
utilizando os melhores meios encontrados nesse estudo (GC2 e PC5). Esses
ensaios tinham como objetivo testar uma nova batelada de criotubos e também o
microrganismo que vinha sofrendo repiques mensais e que foi utilizado para a
realizagdo desses criotubos. Essa terceira batelada foi realizada para tentar
recuperar a produtividade obtida na primeira, uma vez que a segunda batelada
mostrou menor capacidade produtiva de enzima. Realmente atingiu-se o objetivo
com a terceira batelada, mostrando capacidade produtiva similar a primeira.

A partir dessa 3* batelada de criotubos e da selegdo dos meios que
conduziram aos melhores niveis de producdo de PGA (GC2 e PC5) passou-se a
estudar a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio para elucidar o papel dessa

fonte na producdo de PGA e também o uso de uma nova fonte de carbono.
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4.1.3.4.1. Uso de glicerol como fonte de carbono

Testou-se a seguir o uso de uma nova fonte de carbono, o glicerol. O
glicerol foi adicionado ao meio como unica fonte de carbono (ensaio 46) e
conjuntamente com soro (ensaio 45). O ensaio com meio padriao (ensaio 44) ¢é
sempre repetido com o intuito de verificar se o microrganismo nao sofreu
nenhuma modificagdo. A composicdo do meio de crescimento ¢ a mesma dos

ensaios anteriores (GC2).

Tabela 4.19. Influéncia da presenca de glicerol no cultivo de B megaterium para

producdo de PGA.
Ensai MP t | pH| Cx | AE |AEsp.|C.P,,|C.P,| CL | C.G
0 (h) (gL) [(UVL | (Ul g | (g/L) | (/L) | (/L) | (g/L)
) |células
)
PC5 0 (7,7 10,7 |- - 422 10,9 |11,7

44 | Caseina 12 8.1 [3.4 |59 17,4 (39,7 (0,9 |11,6
Soro

Sais2x | 24 |84 |51 |95 18,6 (38,6 0,9 |11.3

AFA T3 101 | 184
CaCoO, | 48 |87 |55 |10 84 (36,6 |09 113

PCI0 | 0 | 77| 06 | - D | 448 0.8 | 115 | 14.0
45| Qaseina |0 o e [ 140 | 420 | 0.8 | 113 | 127

Soro
Glicerol | 24 | 75| 5,9 46 7,8 4291 08 | 11,3 | 7.8
Sais 2x
AFA 48 | 8,0 | 6,7 100 149 | 40,8 | 09 | 11,4 0
CaCO; | 72 | 8,7 | 7,7 109 142 | 3741 09 | 114 0
PC11 0 78] 05 - - 41,3 | 0,3 - 13,0
46| Caseina TR e T3 28 | 215 | 414 | 03 | - | 116
Glicerol
sais2x | 24 | 7,7 | 2,0 28 14,0 | 38,8 | 0,3 - 10,5
AFA 4 2 11
CaCO; 8 | 7,7 7 30 ,1 | 38,7 03 - 5,3
72 1 85| 29 48 16,6 | 39,6 | 04 - 0
Cx = Concentracdo celular ; A.E. = atividade enzimatica ; C.P; = concentragdo de

proteinas Lowry; C.P, = concentracdo de proteinas Bradford, C.L = concentracdo de
lactose; C. G = concentragdo de glicerol
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Comparando-se os resultados obtidos no ensaio 44 com os do ensaio 45,
onde foi acrescentado glicerol, observa-se aumento da concentragdo celular
quando este foi adicionado, o qual ndo estd, contudo, associado a aumento da
atividade enzimatica. Pode-se, até mesmo, observar uma repressao na sintese de
PGA no tempo de 24 horas, atingindo valores semelhantes aos anteriores em 48
horas.

Quando se utilizou apenas glicerol como fonte de carbono (ensaio 46),
tanto a concentracdo celular como a atividade enzimdtica diminuiu. Um fato
interessante a ser notado ¢ em relagdo a velocidade de consumo do glicerol.
Quando o meio ¢ constituido apenas por glicerol, 0 microrganismo consome este
nutriente numa menor velocidade do que quando est4 presente também o soro de
queijo, indicando novamente a presenga de algum importante nutriente no soro de
queijo. Por outro lado, o efeito repressor causado pela fonte de carbono de facil
assimilagdo ja tinha sido observado nos resultados anteriores quando se utilizou

glicose.

4.1.3.4.2. Influéncia de diferentes fontes de nitrogénio

Os resultados obtidos até entdo nos mostram que O microrganismo
necessita de pequenos peptideos para producdo de PGA e que o uso de
aminoacidos livres na concentragdo estudada (51,4 g/L-estudo de meio com
aminoacidos livres), ndo permitiu nem mesmo a germinacdo do microrganismo.
Dessa forma, diferentes nutrientes e concentracdes da fonte de nitrogénio foram
testadas para revelar as verdadeiras exigéncias do microrganismo. H4 que se
salientar aqui que o meio de produgdo, a partir desses novos ensaios, ndo contém
mais carbonato de célcio na sua composi¢do. Foram realizados ensaios para
verificar se a retirada desse componente iria interferir no metabolismo do
microrganismo. O novo meio de produgdo sem CaCOj; foi denominado de PC12.
Os resultados obtidos nesses ensaios foram 108 UI/L para cultivos com o meio
PCS5 e 94 UI/L para cultivos com o meio PC12. Essas pequenas oscilagdes foram
consideradas insignificantes e, portanto, ndo se adicionou esse componente nos

meios utilizados nos ensaios a seguir.
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4.1.3.4.2.1.Uso de diferentes proteases na hidrolise de caseina

Uma estratégia utilizada foi realizar a hidrélise de caseina com diferentes
proteases a fim de obtermos diferentes peptideos, desde que cada enzima
proteolitica tem uma especificidade diferente para os residuos de aminodcidos. Os
produtos resultantes dessas hidrolises foram analisados em HPLC para verificar se
havia formacao de diferentes peptideos e também para saber em que faixa de peso
molecular eles se encontravam. As diferentes enzimas e os tempos de hidrélise

testados foram os seguintes:

Cl = Caseina hidrolisada com alcalase 2,5L (4 horas)

CIl = Caseina hidrolisada com alcalase 2,4L (4horas)

CIII = Caseina hidrolisada com alcalase 2,4L (2h) + alcalase 2,4 L (2h)

CIV = Caseina hidrolisada com alcalase 2,4L (2h) + tripsina (2h)

CV = Caseina hidrolisada com alcalase 2,4L (2h) + tripsina (1h) + quimotripsina
(1h)

As relagdes massicas substrato/enzimas e as condi¢des usadas nas
hidroélises sdo apresentadas na parte de Materiais e Métodos. Os ensaios de cultivo
do microrganismo, utilizando essas diferentes caseinas hidrolisadas, sao
mostrados na Tabela 4.20. Até o presente momento, a caseina usada sempre era

hidrolisada com alcalase 2,4L (ensaio 48).
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Tabela 4.20. Resultados obtidos na produgdo de PGA utilizando caseina

hidrolisada com diferentes proteases, em diferentes condi¢des de reacao.

Ensaio | MG MP t pH Cx AE | AEsp. | CP C.L
(h) (g/L) | (UIL) | (Ul/g | (g/L) | (g/L)
células)
GC2 PC12 0 (79| 05 - - 49,9 | 11,0
47 |Caseina| Caseina CI
Cl Soro 10 | 7,9 | 24 40 16,7 | 499 | 11,2
Soro sais 2x
Sais AFA 24 | 8,4 | 45 71 15,8 | 45,3 | 10,7
48 | 8,5 | 4,6 75 16,3 | 42,9 | 10,5
GC2 PC12 0 (79| 05 - - 48,7
48 Caseina | Caseina CII
Cl Soro 10 | 7,9 | 2,8 48 17,1 | 46,9
Soro sais 2x
Sais AFA 24 | 8,4 | 4,6 80 17,4 | 43,7
48 | 8,5 | 4,7 89 18,9 | 38,3
GC2 PC12 0 |78 04 - - 51,4
49 |Casein | Caseina 10 80 32 5 163 | 49.7
a CI1
CI Soro 24 | 8,4 | 4,6 87 18,9 | 46,5
Soro sais 2x
Sais AFA 48 | 85| 5,2 91 17,5 | 41,9

GC2 PC12 0 |79 06 - - 53,9 | 11,6
50 |Casein | Caseina IV 10 180 29 16 159 502 | 113

a Soro
CI sais 2x 24 | 83 | 43 79 18,4 | 47,3 | 10,5
Soro AFA
Sais 48 | 8,4 | 4,4 74 16,8 | 44,2 | 10,8

GC2 | PC12 0 |80 04 3 o 5256 | 111
>1|Casein | Caseina V= 3 o0 e e 17171 [ 517 | 10,6

a Soro
CIl sais 2x 24 | 83 | 4,6 86 18,7 | 49,1 | 10,5
Soro AFA
Sais 48 | 8,6 | 4,8 85 17,7 | 44,7 | 10,6
Cx = Concentracdo celular ; A.E. = atividade enzimatica C.P = concentragdo de

proteinas Lowry; C.L = concentragao de lactose

Conforme podemos observar, para todas as caseinas testadas a atividade
enzimdtica e o crescimento celular foram muito semelhantes, indicando que os
produtos resultantes dessas hidrdlises provavelmente sdo semelhantes. O
cromatograma mostrado a seguir (Figura 4.6) vem a confirmar essa hipdtese com

relacdo aos peptideos formados.
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Figura 4.6. Cromatograma da caseina hidrolisada com diferentes proteases

O grau de hidrdlise calculado resultou em valores bem proximos, entre 18
a 20%. O maior grau (20%) foi obtido utilizando as trés enzimas proteoliticas, o
qual também conduziu a produg¢do de peptideos menores, conforme pode ser
verificado no cromatograma. Contudo, esse maior grau de hidroélise ndo resultou
em mais altas atividades de PGA.

Uma possivel explicacdo para a obtengdo de produtos semelhantes
utilizando proteases com especificidades diferentes ¢ o fato de iniciarmos todas as
hidrolises com a Alcalase, uma endoprotease de baixa especificidade. Desta
forma, a mesma pode ter hidrolisado ligacdes peptidicas que seriam especificas
para as demais enzimas, o que explica que a adi¢do seqliencial de tripsina e
quimotripsina ndo tenham conduzido a alteragdes significativas na composigdo de
peptideos. Aumento da concentracio de Alcalase também ndo alterou
significativamente os resultados, indicando que a concentracao inicial utilizada ja

era suficiente para se atingir maximo grau de hidrélise, no tempo de reacdo usado.
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Uma vez que nao se observou melhora significativa na producao de PGA
com o uso de outras proteases, continuou-se a utilizar a alcalase 2,4L para as

hidrolises das proteinas.

4.1.3.4.2.2.Uso de diferentes proteinas hidrolisadas: soro de

queijo, peptona e triptona

Visando mais uma vez a obten¢do de diferente composi¢do de peptideos,
decidiu-se alterar o substrato protéico, hidrolisando-se a seguir soro de queijo
liquido concentrado. Assim, ao invés de caseina, seriam hidrolisadas agora B-
lactoglobulina, alfa-lactoalbumina, soroalbumina e diferentes imunoglobulinas,
que sdo as proteinas presentes no soro de queijo. Essas proteinas possuem
diferentes estruturas primarias em relagdo a caseina, devendo se obter em
conseqiiéncia diferentes peptideos nas suas hidrolises.

Os ensaios 53 e 54 tinham como objetivo ndo sé testar o soro de queijo
liquido (in natura) hidrolisado como fonte de nitrogénio e carbono, mas também
verificar se a substitui¢do do soro em pd pelo soro “in natura” influenciaria nos
resultados a serem obtidos. Como verificado anteriormente, o soro de queijo em
p6 que vem sendo utilizado contém algum nutriente importante e esse pode estar
presente em maiores quantidades no soro liquido, uma vez que o processo de
secagem do soro pode alterar a composi¢do desse nutriente. Dosagem de proteinas
pelo método de Lowry e por Bradford de soro em p6 e soro fresco (in natura)
revelaram que o soro em po sofre reducdo no tamanho das cadeias polipeptidicas
de suas proteinas. A dosagem de proteinas presentes nas duas formas de soro pelo
método de Lowry mostra resultados similares mas a dosagem pelo método de
Bradford indica teor protéico muito menor no soro em pé que no fresco. E fato
conhecido na literatura que o funcionamento adequado do método de Bradford
requer polipeptideos maiores que 5000 Daltons. Por outro lado, possivelmente
ocorre perda de vitaminas no soro seco, constituindo-se em outra possivel

diferenca entre os soros em po € “in natura’.
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Tabela 4.21. Produgdo de PGA utilizando soro de queijo liquido hidrolisado

Ensaio MG MP t pH | Cx A.E AEsp | C.Lactose
(h) (gL)| (UIL) | (UVg | (g/L)
células)
GC2 PC12 0 - - - -
52 Caseina Caseina
Soro hidrolisada 10 - - - -
Sais o 24 [ 83| 44| 76 | 173
ais 2x
AFA 48 188154 104 | 193
GC2 PC13 0 17910, - -

53 Caseina | Soro Hidrolisado
Soro Esterilizado 10 | 7,9 | 2,6 21 8,1

Sais Sais 2x
AFA 24 |1 82 | 4,0 40 10,0
48 | 8,8 | 4,3 38 8,8
GC2 PC14 0 79 | 0,5 - - 453

54 Caseina | Soro Hidrolisado
Soro Esterilizado 10 [ 7,9 | 3,1 34 11,0 43,0

Sais SS.O“’ 24 |84 42| 31 | 74 | 428
ais 2x
AFA 48 18,7159 45 76 | 43,6
GC2 PC14 0 77106 - - 44,1

55 Caseina | Soro Hidrolisado
Soro Microfiltrado 10 - - - - _

Sais Soro
Sais 2x 24 1 81|37 | 27 73 | 449
AFA 48 | 85| 48| 33 6,9 445

Concentragao Inicial de proteinas(Lowry): caseina: 46 g/L; soro: 34 g/L

Cx = Concentragao celular ; A.E. = atividade enzimatica

Pode-se observar que o uso de soro hidrolisado conduziu sempre a baixas
produgdes de PGA, embora a concentracdo celular tenha atingido valores
semelhantes ao do meio padrdo (ensaio 52). A adicdo de soro em pd nao
influenciou nesse resultado. Um fato observado foi o escurecimento do meio de
cultivo apos o processo de esterilizacdo (autoclave). Isso nos levou a crer que
ocorreu a reagao de Maillard (reagdo entre agucares ¢ aminoacidos) durante o
processo de esterilizagdo. Essa possibilidade ndo tinha sido considerada, uma vez
que achavamos que a lactose contida no soro liquido tinha permeado a membrana
durante o processo de ultrafiltracdo. Contudo, o soro deveria ter sido dialisado

antes da concentragdo, pois embora tenha havido realmente grande perda de
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lactose pela membrana, a concentragdo do soro no processo resultou também em
alta concentracdo residual da lactose no concentrado. A adi¢do de soro em pod
resulta em torno de 14 g/L de lactose no meio e a obtida com o uso de soro liquido
concentrado e hidrolisado foi de 45 g/L. Tentativa de uso de soro esterilizado por
microfiltracdo para evitar que ocorresse a reagao (ensaio 55) também nao resultou
em aumento da producdo.

Os resultados referentes ao soro liquido hidrolisado indicam que a
composi¢ao resultante nesse hidrolisado nao ¢ a desejavel pelo microrganismo ou
que talvez esteja ocorrendo repressio da producdo da enzima pela alta
concentragdo de lactose. Esse Ultimo efeito ndo nos pareceu importante para ser
investigado, pois era pouco provavel que esse caminho conduzisse a aumento
consideravel na produgdo da enzima, objetivo sempre visado.

Optou-se, assim, por testar outras fontes de nitrogénio, na busca de uma
substitui¢do para a caseina que resultasse em melhora na produgdo da enzima. As
fontes testadas foram peptona e triptona. Os resultados sdo apresentados na Tabela

4.22.
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Tabela 4.22. Efeito de diferentes fontes de nitrogénio na producdo de PGA

Ensaio MG MP t pH Cx A.E | A.Esp.
(h) (g/lL) | (U/L) | (Ul/g
células)
GC2 PC12 0 7,8 0,9 - -
56 Caseina Caseina
Soro (51,4 g/L) 24 |8,7 4,6 71 15,4
Sais Soro
Sais 2x 48 |8,8 4.7 89 18,9
AFA
GC2 PC15 0 7,9 0,6 - -
57 Caseina Peptona
Soro (25,6 g/L) 24 |8,8 3,9 35 9,0
Sais Soro
Sais 2x 48 |9,1 4,1 46 11,2
AFA
GC2 PC16 0 7,7 0,4 - -
58 Caseina Triptona
Soro (9g/L) 24 |8,5 4,1 52 12,7
Sais Soro
Sais 2x 48 9,1 34 21 6,2
AFA
GC2 PC17 0 |- - - -
59 Caseina Triptona
Soro (51,4 g/L) 24 8,3 4,1 46 11,2
Sais Soro
sais 2x 48 8,8 4,2 60 14,3
AFA

Cx = Concentracao celular ; A.E. = atividade enzimatica

Conforme pode ser visto pelos resultados apresentados na Tabela 4.22,

nenhuma dessas fontes resultou em mais altos niveis de atividade de PGA.

4.1.3.4.2.3 Influéncia da adicio de aminoacidos: meio de

germinacao e de producao

Apo6s a verificacdo da influéncia de diversas fontes de nitrogénio e a
constatagdo de nenhuma melhoria na producdo de PGA resolveu-se entdo testar a
adi¢do de alguns aminoécidos no meio PC12. A falta de algum(s) deles poderia
vir a ser suprida desta maneira. Os ensaios apresentados na Tabela 4.23 estdo
relacionados com a adicao dos mesmos. No ensaio 61, adicionou-se uma mistura

de aminoacidos (4g/L) com a mesma composi¢do que a encontrada na caseina,



127

quando esta ¢ hidrolisada acidamente. Ja para o ensaio 62 somente asparagina

(2,5g/L), histidina (2,5g/L), prolina (2,5g/L) e arginina (2,5g/L) fizeram parte do

meio, totalizando uma concentragdo de 10g/L. Com rela¢dao aos demais ensaios, a

influéncia desses 4 aminoacidos foram verificadas individualmente, numa

concentracgdo final de 2,5 g/L.

Tabela 4.23. Efeito da adi¢do de aminoacidos no meio PC12 (com caseina

hidrolisada) na produgdo de PGA

Ensaio MG MP T pH Cx AE | A.Esp.
(h) (g/L) |(U/L)| (Ul/g
células)
Caseina Caseina 0 7,9 0,5 - -
60 Soro Soro
Sais Sais 2x 24 8,3 49 &0 16,3
AFA 48 8,8 5,4 90 16,7
Caseina Caseina 0 8,0 0,9 - -
61 Soro a.a. 24 | 88 | 52 | 54 | 104
Sais Soro
Sais 2x /AFA 48 9,0 5,5 83 15,1
Caseina Caseina 0 7,9 0.4 - -
62 Soro 4aa. 24 | 85 | 50 | 51 | 102
Sais Soro
Sais 2x /AFA 48 8,8 5,4 63 11,7
Caseina Caseina 0 7,7 0,5 - -
63 So'ro Histidina 2 83 49 56 1.4
Sais Soro
Sais 2x /AFA 48 8,7 5,9 86 14,6
Caseina Caseina 0 7,9 0.4 - -
64 Soro Prolina 24 | 83 | 49 | 79 | 161
Sais Soro
Sais 2x /AFA 48 8,7 5,3 93 17,5
Caseina 0 7,9 0.4 - -
65 Caseina | Asparagina 2 8.4 45 76 16.9
Soro Soro
Sais Sais 2x /AFA 48 8,8 5,1 86 16,9
Caseina 0 8,1 0,5 - -
66 Caseina Arginina 24 8.4 16 7 15.7
Soro Soro
Sais Sais 2x /AFA 48 8,7 5,5 91 16,5

Cx = Concentracao celular ; A.E. = atividade enzimatica
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Analisando os resultados apresentados na Tabela 4.23, tanto para o ensaio
61, que continha 18 a.a. numa concentracao final de 4 g/L, como para o ensaio 62
quando se adicionou 10g/L de uma mistura de 4 a.a., podemos observar que nao
houve aumento da producdo de PGA ocorrendo até mesmo uma repressao na
sintese da enzima no ensaio 62. A adicdo em separado desses aminoacidos
também nao influenciou na atividade final.

Esses resultados levam a crer que concentragdes altas de aminoacidos
inibem a producdo de PGA, uma vez que essa produ¢ao nao foi afetada quando se
adicionaram separadamente os aminodcidos. Essa constatacdo nos motivou a
realizar alguns ensaios utilizando somente a.a. no meio de producdo s6 que em
concentragdo menor do que a utilizada nos estudos de meio com aminoacidos
livres, — que foi 51,4 g/L.. Lembramos que nesse estudo, na presenca dessa
concentragdo alta (que corresponde a da caseina) os esporos do B. megaterium nao
foram capazes de germinar. Desta forma retornamos ao estudo do meio com
aminodcidos livres. Na Tabela 4.24. s3o mostrados os resultados dos ensaios 67 e

68 que utilizam 10 e 20 g/L. de aminoacidos, respectivamente.

Tabela 4.24. Influéncia da concentracdo de aminoacidos em meio sintético na

producdo de PGA.

Ensaio| MG MP t pH | Cx | A[E* |Lactose
(b (g/L) | (UILD) | (g/L)
GA7 PA7 0 81 | 0,07 - 14,1

67 a.a a.a (10g/L)
(20g/L) | Lactose 24 1 83 1007 19 13,9
Lactose | Sais (2x)

Sais AFA 48 | 83 1 02 | 16 | 136
GA7 PAS 0 8,0 | 0,08 - 13,9
68 a.a a.a (20g/L)

(20g/L) | Lactose 24 | 82 | 0,07 | 12 13,8

Lactose | Sais (2x )
Sais AFA 48 | 81 1 02 | 12 | 138

* Precisdo experimental € baixa para atividades de PGA abaixo de 30UI/L

Cx = Concentragao celular ; A.E. = atividade enzimatica

A observagdo em microscopio Optico mostrou que os esporos de B.

megaterium foram capazes de germinar quando se utilizaram menores
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concentragdes de aminoacidos, apesar do crescimento celular ser baixo e
consequentemente a atividade de PGA.

O que se resolveu testar, entdo, foi a adi¢gdo de soro nesses meios com a.a.,
pois ja tinhamos detectado que o soro possui algum nutriente que favorece o
crescimento ¢ producdo de PGA. Junto com essa variavel, testou-se o fato de
realizar a germinagdo do microrganismo em meio padrdo, a fim de obter uma alta
concentragdo celular no inoculo. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.25.
Observe-se que trés concentragdes diferentes de aminoacidos foram usadas para

se verificar o efeito repressor.

Tabela 4.25. Influéncia da concentragdo de aminoacidos, na presenca de soro de

queijo, na producao de PGA.

Ensaio| MG MP t | pH| Cx A.E | A.Esp. | Lactose
(h) (L) | (UIL) | (Ulg | (gL)
células)
GC2 PA9 0 |77 - - - -
69 Caseina |a.a. (3,4 g/L) 24 1861 25 3 34 12.0
Soro SOro 2 ’ ’ ’
Sais Sais (2x) 48 |92 | 2.4 30 12,5 11,6
AFA
GC2 PA10 0 | 38,0 - . - -
70 Caseina | a.a. (10g/L) 4 T84 33 70 20.0 12.8
Soro SOro ’ ’ ’ ’
Sais sais (2X)  [748 [ 92 | 3.5 50 14,3 11,0
AFA
GC2 PA11 0 |81 - - - -
71 Caseina | a.a. (20g/L) 24 (85 34 45 132 112
Soro SOro 2 ’ ’ ’
Sais sais (2x ) 48 19,1 | 3.5 42 12,0 10,3
AFA
GAS8 PA10 0 |81 - - - -
72 a.a. a.a. (10g/L)
(10gL) | soro | 24 |85 | 35 | 172 1 49.1 | 137
5010 sais (2x ) 48 [ 93| 32 140 43.8 13,6
Sais AFA

Cx = Concentragao celular ; A.E. = atividade enzimatica

Nos primeiros 3 ensaios, onde se utilizou meio com caseina hidrolisada na
germinagdo e soro de queijo junto com aminoacidos na etapa de producdo, o
crescimento celular foi muito maior quando comparando com um meio totalmente

sintético (ensaios 67/68), no entanto, a producdo de PGA ndo aumentou
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correspondentemente. Entretanto, quando comparamos o0s ensaios em meio
totalmente sintético, com o realizado com a adi¢ao de soro a esse meio, tanto na
fase de germinagdo como na produgdo (ensaio 72), observa-se expressivo aumento
da atividade enzimatica, que atinge nivel nunca alcangado antes. Esse resultado
mostra que o soro de queijo tem um papel essencial na produgao de PGA quando
usado juntamente com aminoacidos. No meio contendo caseina foi verificado que
0 soro ¢ importante, mas nao de uma forma tao relevante.

O fato de obter atividades enzimaticas menores quando se realizou a
germinagdo em meio com caseina hidrolisada ¢ uma questao nao esclarecida. Uma
possivel explicagdo seria a formacdo de proteases. Quando se utiliza caseina
hidrolisada como fonte de nitrogénio estamos oferecendo ao meio de cultivo
diversos peptideos resultantes da hidrolise, desta forma o microrganismo poderia
estar produzindo proteases com a finalidade de hidrolisar esses peptideos e liberar
nutrientes de mais facil assimilagdo (peptideos menores e aminodcidos). No
entanto, quando essas proteases sdo produzidas, elas podem atacar a enzima de
interesse resultando numa atividade enzimatica menor do que a realmente
produzida.

Dessa forma, resolveu-se verificar novamente a existéncia de enzimas
proteoliticas por 2 métodos diferentes. Convém salientar que no item 4.1.1.1 ja
havia sido comentado a respeito da possivel existéncia dessas enzimas, € que a
realizacdo de testes com o uso de gelatina mostrou que o B. megaterium nao
produz proteases, quando cultivado em meio com caseina. Embora tenhamos
verificado a ndo existéncia dessas enzimas anteriormente os novos resultados
suscitaram duvidas a respeito da confiabilidade do método escolhido. Ainda, o
fato de mudarmos de meio pode propiciar a produgdo de proteases. Levando em
consideragdo esses fatores resolveu-se testar a atividade proteolitica tanto para o
meio contendo aminoacidos como para o meio com caseina hidrolisada. Um dos
métodos utilizados foi o uso do pHstato, que mede o consumo de NaOH para
manuten¢do do pH, durante uma reacdo que libera protons. Caso houvesse
proteases presentes no caldo fermentado, ocorreria queda do pH apos adigao de
uma aliquota desse caldo a uma solucdo de caseina, devido a liberacdo de

terminais carboxilicos. Esse método ndo acusou a existéncia de proteases no meio.
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Para confirmagdo desses resultados testou-se o método colorimétrico TNBS
(2,4,6,-trinitrobenzeno sulfénico), implantado pela NOVO Industri para medida
de atividade ALCALASE, o qual também ndo acusou atividade proteolitica em
ambos 0s meios. Assim, ndo foi possivel elucidar o porque da menor atividade
enzimatica obtida com a germinagdo na presenca de hidrolisado de caseina ao
invés de aminodcidos livres.

O expressivo aumento da atividade enzimatica obtido no ensaio 72, onde
germinacdo e produgdo foram feitas usando-se aminoacidos livres motivou a
realizagao de outros ensaios com o objetivo nao s6 de confirmar esse resultado
como também testar outras concentragdes de aminoacidos. O ensaio 73 ¢ replicata
do ensaio 72 onde se utilizou 10 g/ de aminoacidos; no ensaio 74, a
concentragdo testada foi de 20g/L. Amostras obtidas nesses ensaios foram
analisadas em HPLC para acompanhamento do consumo dos aminoacidos (a.a.) e
do 4cido fenil acético (AFA). Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.26. Nas
Figuras 4.7 e 4.8 tem-se o consumo dos aminodcidos durante o cultivo de B.

megaterium utilizando uma concentragdo de 10 g/L e 20 g/L respectivamente.

Tabela 4.26. Influéncia da concentragao de aminoacidos na produg¢ao de PGA. O

meio de germinagao utilizado foi 0 GAS8 (‘a.a =10 g/L; soro e sais).

Ensaio MP t | pH| Cx A.E |A.Esp.| Lactose | a.a. | AFA
(h) (g/L) | (UIL) | (Ulg | (glL) |(g/L) | (g/L)
células)
PA10 0 (81| 05 - - 14,4 9,0 | 2,3
73 a.a
(10g/L) 10 2,9 65 22,4 13,6 40 | 2,1
SOro 24 | 84| 45 232 51,6 13,6 0,8 0
sais (2x )
AFA 48 | 9,1 | 3,6 194 53,9 13,1 0,3 0
PAI11 0 [82] 05 - - 12,8 17,0 | 2,5
74 a.a
(20¢/L) 10 3,3 25 7,6 11,7 12,0 | 2,3
soro 24 | 84| 3,6 71 19,7 11,1 7.8 | 1,5
sais (2x )
AFA 48 | 9,1 | 40 140 35,0 11,2 3.4 0

Cx = Concentracao celular ; A.E. = Atividade Enzimatica
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Figura 4.7: Consumo de aminoacidos (10g/L) durante o cultivo de Bacillus

megaterium.
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Figura 4.8. Consumo de aminoacidos (20g/L) durante o cultivo de Bacillus

megaterium
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Observa-se na Tabela 4.26 (ensaio 73) que os aminoacidos foram
consumidos praticamente nas primeiras 10 horas e o AFA ¢ consumido entre o
periodo de 10 a 24 horas de cultivo, periodo em que a producdo de PGA atinge o
maximo. Ja no ensaio 74 (20g/L), houve alto consumo de aminoécidos nas
primeiras 10 horas, porém a concentracdo restante ainda se encontrava alta,
atrasando desta forma o consumo de AFA, que se completou somente apos as 24
horas de cultivo. Quando se utilizou 20 g/L, pode-se observar que ocorre uma
repressdo na sintese da enzima comparando-se com o ensaio que utilizou 10 g/L.

Os resultados obtidos através dos cromatogramas mostram que o
microrganismo consome preferencialmente os aminoacidos alanina, 4acido
aspartico, glicina, lisina, serina, arginina e acido glutdmico. Observa-se assim uma
significativa influéncia da concentracao inicial da fonte de nitrogénio na producao
da enzima, o que indica estar havendo regulacao da sintese da enzima por
nitrogénio.

A influéncia da concentragdo e composi¢cao dos aminoacidos na producao
de PGA foi por isso estudada, em paralelo a este trabalho, por Vanessa Ribeiro de
Souza (Mestrado). Este estudo foi feito utilizando a técnica da omissdo simples,
que consiste na omissao individual de cada um dos 18 aminodcidos utilizados.
Esta técnica foi empregada para concentragdes iniciais de aminoacidos de 10 e 20
g/L. Com a realizagdo desses experimentos buscou-se averiguar qual ou quais dos
aminodcidos estavam influenciando o comportamento do microrganismo em
relagdo ao crescimento e a producdo de PGA.

As conclusdes desse trabalho foram que para meios de produgdo contendo
10,0 g/L de concentracdo inicial, nenhum dos aminodcidos omitidos se mostrou
ser essencial no crescimento do microrganismo e producdo de PGA. Confirmou-
se também o consumo preferencial pelo microrganismo pelos aminoacidos
alanina, acido aspartico, glicina, serina, arginina e acido glutamico. J4 para meios
de producdo com solu¢do de aminoacidos de 20,0g/L a omissdo da arginina,
valina, 4cido glutamico, lisina conduziram a um maior aumento na atividade da
enzima comparada ao padrdo. Parece que ha uma correlacdo entre o consumo
preferencial de aminoéacidos pelo microrganismo e a sua importincia na regulagdo

da expressdo da enzima. A omissdo da prolina, treonina, tirosina e fenilalanina
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conduziram a um decréscimo na atividade enzimatica indicando um efeito indutor
desses aminoacidos. A omissdo de cada um, embora tenha melhorado a atividade
ndo recuperou os niveis de atividade alcangados no ensaio padrao com 10,0 g/L
inicial de aminoacidos total. Os resultados parecem indicar assim a ocorréncia de
um efeito aditivo dos 18 aminoacidos testados.

Segundo Fisher, 1999, a expressao de enzimas relacionadas ao consumo de
aminodcidos ¢ finamente regulada pela concentragdo desse nutriente em B.
subtilis, um microrganismo estreitamente relacionado a B. megaterium, estando
sujeita a trés sistemas regulatorios globais de proteinas. Assim, a transcri¢ao de
PGA so6 estaria liberada para uma estreita faixa de concentracdo da fonte de
nitrogénio, sendo rapidamente bloqueada quando essa concentragdo aumenta
acima dos valores permitidos pelo sistema regulatorio. A ocorréncia de efeito
repressor aditivo pelos aminodcidos e a necessidade de um controle fino da
concentragdo de nitrogénio recomendam, pois, uso de batelada alimentada de
aminodcidos em biorreator para aumento da concentragdo celular e,

consequentemente, da producdo associada da enzima.

4.1.3.4.2.4. Uso de hidrolisado acido de caseina (Difco)

O fato do hidrolisado acido de caseina, teoricamente, ter a mesma
composicao dos aminodcidos livres, nos motivou a testar essa nova fonte. A
substitui¢do dos aminodcidos pela caseina nos facilitaria o preparo do meio e
também reduziria os custos. Os resultados obtidos nos ensaios onde se utilizou
essa fonte estdo apresentados na Tabela 4.27. Foram realizados diversos ensaios
com variagdes na concentragdo da caseina para verificar se ndo ocorreria efeito

repressivo pelos aminoacidos.
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Tabela 4.27. Influéncia do uso de caseina hidrolisada acida no meio de cultivo

Ensaio MG MP t pH Cx AE | A.Esp.
(h) (g/L) | (UL) | (Ul/ g
células)
75 GAS PC18 0 8,0 0,5 - -
a.a. Caseina Difco (10 g/L)
(10g/L) Soro 24 8,4 3,4 66 19,4
Soro sais (2x )
Sais AFA 48 9,3 3,8 58 15,3
76 GAS PC19 0 7,6 0,6 - -
a.a. Caseina difco (5 g/L)
(10g/L) Soro 24 8,7 2,9 106 36,6
soro sais (2x )
Sais AFA 48 9,0 2,2 97 44,1
77 GAS PC19 0 7,7 0,6 - -
a.a. Caseina difco (5 g/L)
(10g/L) +a.a. (5 g/L) 24 8,5 3,9 68 17,4
S0ro SOro
Sais sais (2x ) 48 8,9 3,3 53 16,1
AFA
78 GAS PC19 0 7,6 0,6 - -
a.a. Caseina difco (5 g/L) +
(10g/L) Caseina difco (5 g/L)
soro (ap6s 24h de cultivo) 24 87 1 29 106 36,6
Sais Soro
sais (2x ) 48 8,8 3,1 101 32,6
AFA

Podemos observar nos resultados obtidos que quando substituimos os

aminoacidos por caseina hidrolisada acida temos uma reducdao na produgdo de

PGA, efeito esse mais brusco quando utilizamos concentragdes maiores de

caseina (ensaio 75). O fato de obtermos mais altos niveis enziméaticos para

concentragdes menores nos indica que estd ocorrendo uma inibi¢do na produgao

da enzima, inibicdo esta que pode ser causada pelos aminoacidos ou entdo por

alguma “impureza” presente nesse hidrolisado. A hipdtese de impureza nao

detectavel por fluorescéncia parece mais provavel, pois em ensaio realizado

usando o que restava de um lote antigo de caseina - também Difco, obteve-se

resultados similares aos que vinham sendo obtidos com solugdo de aminoécidos.

Anadlise de aminoécidos dos dois lotes ndao detectou diferenca na composi¢ao em

aminoacidos.
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4.1.3.4.3 — Estudos sobre o papel do soro de queijo

A producdo de PGA em meio contendo aminoacidos s6 foi possivel
quando estava presente soro de queijo. As andlises de lactose feitas pelo método
Somogyi mostraram que a concentracdo deste acglcar permanece praticamente
constante ao longo das fermentacdes o que descarta a possibilidade de o B.
megaterium utilizar a lactose como fonte de carbono. Esse fato evidencia que ¢
outro nutriente presente na composi¢do do soro que ¢ essencial para a producio da
enzima, por isso iniciou-se a busca para descobrir qual nutriente ¢ essencial para
que o microrganismo consiga produzir a PGA.

A primeira batelada de ensaios realizados baseou-se na substituicdo do
soro por todos seus principais componentes (proteinas, vitaminas, lactose e sais de
potassio e fosforo) e a omissdo individual de cada um dos componentes. O estudo
da omissdo tinha como objetivo descobrir qual nutriente que era o responsavel
pela producdo de PGA, uma vez que substituindo o soro por todos os seus
nutrientes a producdo de PGA seria possivel, porém nao descobririamos qual era o
nutriente chave. Assim, o ensaio 80 contém todos os nutrientes do soro € nos
ensaios 81-84 omitiu-se respectivamente proteinas, vitaminas, lactose, KH,PO4. O
ensaio 79 ¢ o padrao (PA10 - com soro). Na Tabela 4.28 tem-se os componentes
que fazem parte do soro de queijo e suas respectivas concentragoes. Os resultados

obtidos nos ensaios sdo apresentados na Tabela 4.29.
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Tabela 4.28. Concentragdes de nutrientes utilizadas nos ensaios simulando a

composicao do soro de queijo. Concentragdes baseadas em Berazain, 1997.

Componentes Concentragao (g/L)

Vitaminas

A (retinol) 5,8%107

C (&cido ascoérbico) 3,1%10™

B2 (riboflavina) 4,7%10™

Acido Pantoténico 2,2% 107

BI2 4,7%10™
Proteinas

B-lactoglobulina 1,1

a-lactoalbumina 0,5

Soro albumina 0,12
Acgucares

Lactose 14,7
Acidos

Acido oléico 0,04

Acido latico 0,04
Sais

CaCl, 0,037

KH,PO4 1,6
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Tabela 4.29. Efeito da substituicdo do soro por seus componentes e verificagdo da

omissado individual de cada componente na producdo de PGA.

Ensaio MG MP t pH Cx A.E | Lactose
(h) (¢/L) | (UIL) | DNS
(g/L)
a. a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 8,0 0,3 - 12,7
79 Proteinas/vitaminas/ Soro
Lactose/ KH,PO4 sais (2x )
Sais AFA 24 |84 | 34 [ 170 | 122
a.a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 8,1 0,4 - 13,5
R0 Proteinas/vitaminas/ todos
Lactose/ KH,PO, | nutrientes soro
Sais sais (2x ) 24 | 84 | 4,0 - 12,3
AFA
a.a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 8,2 0,5 - 13,3
81 Proteinas/vitaminas/ omissao
Lactose/ KH,PO, proteinas
Sais sais (2x ) 24 | 84 | 4,7 12 12,5
AFA
a. a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 8,0 0,5 - 13,5
82 Proteinas/vitaminas/ omissao
Lactose/ KH,PO, vitaminas
Sais sais (2x ) 24 | 8,5 | 4,6 - 13,2
AFA
a. a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 7,9 0,5 - -
8’3 Proteinas/vitaminas/ omissao
Lactose/ KH,PO, lactose
Sais sais (2x ) 24 | 84 | 4,1 - -
AFA
a.a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 8,2 0,5 - 12,8
R4 Proteinas/vitaminas/ 0omissao
Lactose/ KH,PO, KH,PO,
Sais sais (2x ) 24 1 83 | 0,6 72 12,5
AFA

Como pode-se observar na Tabela 4.29 a substitui¢ao do soro por todos os
seus principais componentes nao resultou em producdo de PGA e
consequentemente nao foi possivel detectar qual nutriente presente no soro tem o
papel chave na produ¢do da enzima. Um resultado interessante nessa batelada de
ensaios foi com relacdo ao sal de fosforo e potassio (KH,PO,). Quando este sal é
adicionado ao meio o crescimento celular ¢ praticamente o0 mesmo que o obtido
quando se adiciona soro (ensaios 79-83), agora quando este ndo ¢ adicionado ao
meio (ensaio 84) o crescimento celular ndo ¢ significativo e observa-se ocorrer

producido da enzima.
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Estes resultados nos motivaram a realizar outros ensaios de producao de
PGA onde foi acrescentado o dobro deste sal e de calcio. Esta adi¢ao foi feita em
um meio padrdo (PA10) e também no meio totalmente sintético onde o soro foi
substituido por seus componentes. Estes ensaios tinham como objetivo verificar se
ocorreria um aumento na atividade enzimatica quando se utiliza 0 meio padrdo e
investigar se ndo era a falta de fosforo e potdssio que estava causando a nao

produgdo de enzima. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.30.

Tabela 4.30. Influéncia da adigao de KH,POys e célcio na produgdo de PGA

Ensaio MG MP t pH Cx A.E | Lactose
(h) (/L) | (U/L) | DNS
(g/L)
a.a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 8,1 0,5 - 12,8
85 Proteinas/ soro + dobro
Vitaminas/ KH,PO,/céalcio
Lactose/ KH,PO, sais (2x ) 24 84 | 44 33 12,0
Sais AFA
a.a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 8,1 0,5 - 12,8
86 Proteinas/ todos nutrientes
Vitaminas/ soro + dobro
Lactose/ KH,PO, | KH,PO,/calcio 24 8,3 4,3 11 12,4
Sais sais (2x )
AFA

Os resultados apresentados nesta Tabela mostram que houve um forte
efeito inibitério na producdo de PGA quando se adicionou o dobro de
KH;,PO4/célcio no meio padrao (comparacdo do ensaio 79 com 85). Com relagdo
ao meio sintético ndo houve mudangas nos resultados, ou seja, ndo se conseguiu
produzir PGA em meio totalmente sintético. E claro, no entanto, que o fosforo
e/ou potassio sdo importantes para o crescimento do microrganismo mas nao os
responsaveis pela produ¢do da PGA, tendo até mesmo efeito adverso quando em
concentragdes maiores que a ideal.

Partindo desses fatos decidiu-se realizar novos ensaios com metade da
concentragdo de KH,PO, inicialmente utilizada e acrescentando os lipidios
comumente encontrados no soro — acido oléico e acido latico. No ensaio 88 foi
adicionado acido oléico, no ensaio 89 acido latico e no ensaio 90 ambos foram
adicionados. Uma outra tentativa foi extrair a gordura de um soro de queijo

liquido e acrescentar ao meio de cultivo (ensaio 91). O ensaio 87 € o que utiliza o
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meio padrao (PA10). Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.31. Nesses
ensaios ndo foram mais acrescentados os demais nutrientes presentes no soro
(vitaminas, proteinas e lactose) pois ndo foi observado nenhum efeito dos

mesSmos.

Tabela 4.31. Influéncia da diminui¢do do sal de fosforo e potassio e da adicao dos

lipidios na producao de PGA.

Ensaio MG MP T | pH| Cx AE
(h) (/L) | (UIL)
a. a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 7,8 | 0,4 -
87 KH,PO4 SOTo
Sais sais (2x ) 24 1 86| 3,3 239
AFA
a. a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 7,8 | 0,4 -
88 KH,PO,4 KH,PO4
Sais Acido oléico 24 |83 2.1 _
Sais (2x )
AFA
a.a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 7,8 | 0,4 -
89 KH,PO4 KH,PO4
Sais Acido latico 24 | 87| 49 _
Sais (2x )
AFA
a. a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 7,8 | 0,4 -
90 KH,POg4 KH,PO4
Sais Acido oléico e latico 24 | 83| 24 _
sais (2x )
AFA
a. a. (10g/L) a.a (10g/L) 0 81| 0,3 -
91 KH,POg4 KH,POy4
Sais Gordura do soro 24 | 85| 3.6 3]
liquido
Sais (2x )
AFA

O que se pode observar nesses resultados ¢ que a adigdo de acido latico
(ensaio 89) conduz a um aumento da concentragdo celular quando comparado com
o ensaio onde se adicionou 4cido oléico (ensaio 88). Agora, quando se adicionou
os dois juntos o crescimento celular foi 0 mesmo que aquele obtido com somente

acido oléico. Embora tenhamos atingido uma boa concentragdo celular ndo foi
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possivel obter niveis de produgdo da enzima, nem mesmo diminuindo a
concentracdao de KH,POy,.

Uma outra forma de comprovarmos o efeito inibitério do fosforo e
potassio ¢ realizar um ensaio com o meio padrao (PA10) porém adicionando-se o
dobro de soro de queijo. Os resultados desse ensaio (93) sdo apresentados na

Tabela 4.32.

Tabela 4.32. Resultados obtidos na producao de PGA utilizando o dobro de soro
de queijo no meio padrao (PA10)

Ensaio MG MP t pH Cx AE | A. Esp.
(h) (g/L) | (UIL) | (Ul/g
células)
a.a.(10g/L)| a.a(10g/L)
92 Soro Soro 24 8,4 33 170 51,5
Sais sais (2x )
AFA
a.a.(10g/L)| a.a(10g/L)
93 soro dobro soro
: . 24 8,3 3,8 87 22,9
Sais sais (2x )

AFA

Como podemos observar na Tabela 4.32 o fato de acrescentarmos o dobro
de soro de queijo no meio de cultivo acarretou um decréscimo grande na atividade
enzimadtica (comparagdo do ensaio 92 com o 93). Esse resultado vém a confirmar
os dados obtidos no ensaio 85, onde o meio padrdo foi suplementado com
KH,PO4 e ocorreu um efeito inibitoério na producdo de PGA. E claro, portanto,
que os sais de fosforo e potéassio afetam drasticamente a produgao da enzima.

Embora tenhamos verificado que o sal de potassio e fosforo ¢ necessario
para o crescimento do microrganismo e que altas concentragdes deste sal inibem a
produ¢do da enzima, ndo se conseguiu esclarecer qual nutriente do soro ¢€
essencial na produ¢do de PGA. Uma possivel explicacio para o fato da
substituicdo do soro pelos componentes ndo ter conseguido reproduzir os
resultados com soro seriam diferengcas entre a composicdo de literatura
(Berazain,1997) usada para célculo da concentragdo do nutriente adicionado e a
real do soro que estd se substituindo. Conforme Marwaha et al.,1988, apud

Ponsano et alli.,1992, a composi¢do e¢ o tipo de soro de leite produzido nas
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industrias leiteiras dependem dos tipos de queijos fabricados, dos processos
tecnologicos utilizados na producdo e também do modo como este € seco,
portanto, seu contetido em proteinas, sais minerais, dcidos graxos, lactose e acido
latico também pode variar. Outra explicacdo seria a falta de algum micronutriente

existente no soro e nao descrito na literatura.

4.1.3.4.4. — Influéncia do acido fenil acético (AFA)

Uma vez que o meio de produgdo que se passou a utilizar contém
aminodcidos livres, foi considerado importante reavaliar a influéncia do AFA na
producdo de PGA, tal como havia sido feito com o meio com caseina hidrolisada.
Os ensaios 94 a 96 seguiram a seguinte ordem: sem adicdo de AFA, concentracao
normal utilizada (2,7 g/L) e o dobro da normal (5,4 g/L). Para o ensaio 97 a
concentragdo de AFA foi a normal, porém foi adicionado glicose com o intuito de
verificar se com essas condi¢cdes consideradas Otimas iria ocorrer repressao na

sintese da enzima. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.33.
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Tabela 4.33. Influéncia do acido fenil acético e da glicose na produgdao de PGA

em meio contendo aminoacidos livres

Ensaio MG MP t pH Cx A.E | A.Esp.
(h) (g/L) |[(UI/L)| (Ul/g
c¢lulas)
GA8 PA12 0 [79| 04 - -
94 laa.(10g/L)| a.a(10g/L) 2% 87| 32 100 313
soro SOro
Sais sais (2x ) 48 192 | 21 97 46,2
GA8 PA10 0 |78 06 - -
95 Jaa.(10g/L)| a.a(10g/L)
SOro SOro 24 |84 | 39 222 56,9
Sais sais (2x )
AFA (2,7 g/L) 48 | 9,1 3,0 193 64,3
GA8 PA13 0 (77| 04 - -
96 |aa.(10g/L)| a.a(10g/L)
SOro SOro 24 |83 | 34 139 40,9
Sais sais (2x )
AFA (5,4 g/L) 48 |89 | 3,6 218 60,6
GA8 PA14 0 7,7 05 - -
97 |a.a.(10g/L)| a.a.(10g/L)
SOro SOro 24 17,5 5,5 48 8,7
Sais glicose
sais (2x ) 48 |83 | 52 82 15,8
AFA (2,7 g/L)

O comportamento do microrganismo perante essas variaveis em meio com
aminoacidos livres foi semelhante ao do meio com hidrolisado de caseina, ou seja,
a producdo de PGA na auséncia de AFA reduziu-se praticamente & metade e
quando se adiciona glicose ocorre repressdo, ou falta de indugdo, uma vez que os
resultados vém indicando que s6 ocorre produgcdo da enzima quando o
microrganismo cresce consumindo aminoacidos como fonte de carbono e de
nitrogénio. Quando foi adicionado o dobro de AFA (ensaio 96) pode-se observar
que ocorreu um atraso na producao de PGA (tempo de 24 horas), porém ao final
do cultivo obteve-se a mesma concentracdo de enzima. A presenca de AFA ¢

importante € uma concentragdo de 2,7 g/L continuou a ser a mais adequada.
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4.2. Produciao de PGA por B. megaterium em Biorreator

Previamente a apresentacdo dos resultados referentes a essa etapa serd
apresentado uma Tabela ( 4.34) com as condi¢des utilizadas em cada ensaio. Essa
Tabela tem como finalidade facilitar o entendimento das mudangas aplicadas em
cada ensaio. Ha que salientar aqui que se utilizou duas fontes de nitrogénio ao
longo dos ensaios no biorreator. Para os ensaios de 1-7 utilizou-se o meio
contendo caseina hidrolisada como fonte de nitrogénio e para os ensaio 8, 9 ¢ 10
utilizou-se o meio com aminoécidos.

As variaveis investigadas na producao de PGA por B. megaterium em
biorreator foram a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio (ensaios 1, 2 e
3), o pH (ensaios 5 e 6) e diferentes estratégias de alimentacdo dos nutrientes

(ensaios 4, 7, 8,9 e 10).
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Tabela 4.34. Condic¢des utilizadas nos diferentes ensaios realizados em biorreator

Ensaio 1
- “slant”
- 20% de oxigénio nas primeiras 8 horas e
depois controlado em 10%
- Adigdo de AFA apds 8 horas
- Auséncia de controle de pH

- Meio GC1 e PC1

Ensaio 2
3? batelada de criotubos
agitacdo fixada em 300 rpm nas primeiras
10 horas e depois controle em 20% de O,
- Adicdo de AFA no inicio
- Auséncia de controle de pH

- Meio GC2 e PC5

Ensaio 3
- 3" batelada de criotubos
20% de oxigénio nas primeiras 12 horas e

depois controlado em 10%

Ensaio 4
3% batelada de criotubos
- 20% de oxigénio em todo o cultivo

- Adigdo de AFA no inicio

- Adicao de AFA no inicio - Auséncia de controle de pH
- Auséncia de controle de pH - Alimentagdo de AFA
- Meio GC2 e PC5 - Meio GC2 e PC5
Ensaio 5 Ensaio 6

- 3*Dbatelada de criotubos
- agitacdo fixada em 450 rpm nas primeiras 8
horas e depois em 600 rpm
- Adi¢8o de AFA no inicio
- Controle de pH em 8 até 30 horas

- 3*Dbatelada de criotubos
agitagdo fixada em 450 rpm nas primeiras 8
horas e depois em 600 rpm
- Adigdo de AFA no inicio

- Houve formagdo de espuma

- Meio GC2 e PC5 - Controle de pH em 8
- Meio GC2 ¢ PC5
Ensaio 7 - - Ensaio 8

- 3*batelada de criotubos

- Igual ao ensaio 7 + alimentagdo de

- 20% de oxigénio em todo o cultivo aminoacidos
- Adi¢8o de AFA no inicio
- Sem controle de pH
- Meio GA8 ¢ PA10 (a.a.).
- Ensaio 9 - Ensaio 10

- Igual ao ensaio 7 + alimentacao de

aminoacidos (concentragdo diferente)

- Igual ao ensaio 7 + alimentago de

aminoacidos e soro de queijo
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4.2.1. Influéncia da concentracio do oxigénio dissolvido (ensaios

1,2,3)

Antes da padroniza¢do do indculo foi realizado um ensaio no biorreator
com o microrganismo que até entdo tinha apresentado melhor resultado na
producdo de PGA (ensaio 12). Como os valores de atividades enzimadticas
encontrados ndo foram satisfatérios decidiu-se verificar a influéncia da
concentragdo de oxigénio dissolvido no processo. Como citado no item 2.3 essa ¢
uma variavel de suma importancia e esperava-se com essa mudanga atingir maior
producdo de PGA, uma vez que era possivel o microrganismo estar com limitagdo
de O; nos ensaios em “shaker”. As condi¢des empregadas nesse ensaio foram as
melhores encontradas por Hojo,1997 :

- aeracdo na faixa de 3 a 1 L/min;

- temperatura controlada em 30°C;

- oxigénio dissolvido foi controlado em 20% da saturagdo no inicio do ensaio e
10% apo6s 8 horas de inoculagao;

- adigdo de acido fenil acético apds 8h de inoculagdo

- auséncia de controle de pH

Com relacdo aos meios utilizados nesse ensaio foram os mesmos do ensaio
12 (GCI1 e PC1), pois até o momento ndo tinhamos verificado a influéncia dos
nutrientes nos meios. O volume da fermentacao foi de 4,5L sendo 4,0L de meio
de producdo e 0,45L de in6culo. O ensaio teve a duracdo de 96 horas com
retiradas de amostras em intervalos regulares de 2 horas no inicio e 4 horas apos
12 horas de corrida. Foram realizadas analises de concentracdo de lactose,
biomassa, concentragdes de proteinas (Métodos Lowry e Bradford) e atividade

enzimatica. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.35.
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Tabela 4.35. Resultados obtidos na produgdo de PGA em biorreator operado a

20% de oxigénio dissolvido nas primeiras 8 horas e depois controlado em 10%,

auséncia de controle de pH e adi¢do de AFA apds 8 horas de cultivo. Ensaio 1

t pH Cx A.E. A.Esp. | Proteinas | Proteinas | Lactose
(horas) (g/L) | (UVL) | (Ul/g (g/L) (g/L) (g/L)
células) | Lowry | Bradford
In6culo - 1,7 - - 26,9 0,5 4,7
0 8.1 0,2 - - 12,4 0,6 14,9
2 8,2 0,4 - - 12,6 0,7 14,9
4 8,1 0,4 - - 12,4 0,7 15,1
6 8,1 0,7 - - 12,3 0,7 15,1
8 8,2 0,7 - - 12,0 0,7 14,9
10 8,1 0,9 - - 11,7 0,7 14,9
12 7,4 1,0 - - 11,4 0,7 15,1
16 7,5 1,2 - - 11,6 0,7 15,1
20 7,6 1,4 - - 11,4 0,7 14,8
24 7,7 1,4 - - 10,8 0,7 14,8
28 7,9 1,5 17 11,3 10,8 0,7 14,7
34 8,0 1,6 23 14,4 10,5 0,7 14,7
36 8,0 1,7 27 15,9 10,5 0,7 14,8
40 8,1 1,7 20 11,8 10,6 0,7 14,7
44 8,2 1,8 29 16,1 9,4 0,7 14,4
48 8,2 1,8 33 18,3 9,4 0,7 14,2
52 8,3 1,9 42 22,1 9,6 0,7 14,2
56 8.4 1,9 42 22,1 8,9 0,8 14,2
68 8,5 1,6 52 32,5 9,0 0,8 14,1
72 8,5 1,6 54 33,8 8,3 0,8 14,1
76 8,5 1,8 46 25,6 8,4 0,8 14,2
92 8,6 1,7 59 34,7 8,2 0,8 14,2
96 8,6 1,7 53 31,2 7,7 0,8 14,2

Na Figura 4.9 estdo representadas algumas varidveis (pH, Ycoz, Yoo,
oxigénio dissolvido) que foram obtidas pelo sistema de aquisi¢do de dados,
juntamente com a atividade enzimatica e concentragdo celular obtidas pela analise

em laboratorio.
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Figura 4.9: Resultados experimentais do primeiro ensaio realizado no
fermentador. (A) concentragdo celular e atividade enzimatica obtidas em anélises
de laboratério; (B) pH; (C) concentracdo de CO; nos gases de saida; (D)
concentragdo de O,, (E) concentragdo de oxigénio dissolvido, obtidos pelo sistema
de aquisi¢ao de dados.

Conforme os resultados apresentados na Tabela 4.35, observa-se que ndo
houve nem aumento de produ¢do da enzima e nem aumento celular em relagdo ao

ensaio em “shaker” (ensaio 12). O baixo crescimento do microrganismo evidencia
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que este deve estar tendo seu crescimento limitado pela auséncia de algum
elemento vital.

No grafico de pH (Figura 4.9-B) pode-se observar uma varia¢do brusca,
imediatamente apds a adicao de acido fenil acético, no entanto, logo apds a queda,
este gradativamente retorna para a faixa normal pela a¢ao do tampao carbonato
que foi adicionado ao meio.

Também podemos observar um pico nos valores de CO, (Figuras 4.9-C)
logo apos a adigdo de AFA. Esta evolucdo ¢ devida a presenga do carbonato de
calcio que foi adicionado ao meio para controle do pH. Estes resultados indicam
que a monitorizagdo da concentracdo de CO, pode induzir a interpretagdes
erroneas, se a liberacdo desse gas em decorréncia do efeito tampao do carbonato
de célcio ndo for levado em conta. A evolugdo dessa variavel ndo ¢ conseqiiéncia
do metabolismo das células, mas sim da adi¢cdo do AFA.

O segundo ensaio realizado no biorreator ja foi realizado com o
microrganismo proveniente de criotubos (3* batelada) e apds verificar em shaker
aumento da atividade adicionando-se sais no meio de produgdo (PCS5). O acido
fenil acético foi adicionado no inicio do cultivo, pois conforme os ensaios em
“shaker” este ndo mostrou afetar a producdo de PGA se adicionado no inicio ou
apds 8h de inoculagdo do microrganismo. Nesse ensaio fixou-se a agitacdo em
300 rpm com o intuito de manter a mesma agitagdo que no shaker. Os resultados
sdo apresentados na Tabela 4.36 ¢ na Figura 4.10. A Figura 4.10 mostra os
resultados da concentragdo celular e atividade enzimatica obtidas ap6s analises de
laboratdrio, além dos valores das variaveis pH, fracdo molar dos gases de saida e

oxigénio dissolvido, obtidas com o sistema de aquisi¢do de dados.
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Tabela 4.36. Resultados obtidos na produgdo de PGA em biorreator operado a
uma agitacdo de 300 rpm nas primeiras 10 horas e depois controle em 20% de

oxigénio dissolvido, auséncia de controle de pH e adi¢do de AFA no inicio do

cultivo. Ensaio 2

T pH Cx A.E | A.Esp. | Proteinas | Proteinas | Lactose
(horas) (g/L) | (UIL)| (Ul/g (g/L) (g/L) (g/L)
células) | Lowry | Bradford
Pré-inoculo 6,7 - - 33,6 0,32 5,7
In6culo 8,4 5,8 - - 30,8 0,52 6,0
0 7,9 0,6 - - 43,9 0,98 12,3
2 7,9 0,6 - - 42,7 0,98 12,4
4 7,9 1,0 - - 43,4 0,98 12,5
6 8,0 1,1 - - 43,8 0,94 13,5
8 7,8 0,9 - - 42,2 0,95 13,0
10 8,0 1,4 - - 43,1 0,95 13,2
12 7,9 1,9 34 17,9 43,2 0,98 13,1
17 8,3 4,9 50 10,2 42,0 0,99 13,5
20 8,6 6,1 54 8,9 38,0 1,03 13,2
24 8,9 7,2 58 8,1 36,1 1,03 12,8
28 8,9 6,4 50 7,8 33,9 1,1 13,5
37 9,0 6,5 55 8,5 34,1 1,13 13,0
41 9,0 6,2 54 8,7 34,2 1,1 12,3
44 9,0 6,4 64 10,0 34,1 1,12 12,8
48 9,0 6,2 53 8,5 34,4 1,09 13,0
62 9,1 6,3 60 9,5 33,4 1,09 13,2
64 9,1 6,2 61 9,8 34,0 1,13 13,5
68 9,2 6,1 56 9,2 34,0 1,17 13,4
72 9,2 6,5 56 8,6 34,2 1,12 13,0
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Figura 4.10: Resultados experimentais do segundo ensaio realizado no
fermentador. (A) concentracdo celular e atividade enzimatica obtidas em analises
de laboratorio; (B) pH; (C) concentragdo de CO, nos gases de saida; (D)
concentragcdo de O,, (E) concentragdo de oxigénio dissolvido, obtidos pelo sistema

de aquisicao de dados.

Através dos resultados obtidos pode-se observar que possivelmente o

crescimento do microrganismo (nas primeiras 10 horas) foi limitado pelo oxigénio

dissolvido. A agitacdo em 300 rpm fez com que o oxigénio dissolvido apresenta-

se uma queda muito acentuada, implicando numa estagnacdo do CO2 e da

concentragdo celular nas primeiras horas e comegando até mesmo ocorrer uma
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diminui¢do das mesmas entre o tempo de 6 a 8 horas. Sendo assim, resolveu-se
fixar o oxigénio dissolvido em 20% , condi¢cdo utilizada no ensaio anterior, e
pode-se observar que a partir de entdo o microrganismo apresentou crescimento
exponencial até aproximadamente 24h.

Em virtude da limitagdao de O, resolveu-se realizar um ensaio utilizando as
melhores condigdes de oxigénio obtidas por Visnardi, 1997, que ¢ 20% de
oxigénio dissolvido nas primeiras 12 horas e depois controlado em 10%. Os
resultados desse ensaio sdo apresentados na Tabela 4.37 e na Figura 4.11. A
Figura 4.11 mostra os resultados da concentracao celular e atividade enzimaética
obtidas apos andlises de laboratorio, além dos valores das varidveis pH, fracao
molar dos gases de saida e oxigénio dissolvido, obtidas com o sistema de
aquisicao de dados.

O procedimento experimental foi o mesmo utilizado nos 2 primeiros
ensaios, ou seja, utilizou-se um volume de meio de 4,5 L (4,0 L de meio de
produgdo e 0,45 L de indculo), sendo retiradas amostras em intervalos regulares
de 2 horas no inicio e aproximadamente 4 horas apds 12 horas de corrida. Para
essas amostras foram realizadas analises de concentracao de lactose, biomassa,

concentragdes de proteinas (Método de Lowry e Bradford) e atividade enzimatica.
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Tabela 4.37. Resultados obtidos na produgdo de PGA em biorreator operado a
20% de oxigénio dissolvido nas primeiras 12 horas e depois controlado em 10%,

auséncia de controle de pH e adi¢do de AFA no inicio do cultivo. Ensaio 3

T pH | Cx A.E | A.Esp. | Proteinas | Proteinas | Lactose
(horas) (g/L) | (UIL)| (Ul/g (g/L) (g/L) (g/L)
células) | Lowry | Bradford
Pré-inoculo 7,0 - - 39,0 0,53 7,0
Inoculo | 85| 6,8 - - 36,2 0,34 6,2
0 7,8 | 0,7 - - 48,6 0,84 15,5
2 7,71 0,6 - - 49,2 0,83 15,6
4 78| 1,4 - - 47,2 0,86 15,8
6 7,71 29 - - 45,3 0,86 15,6
8 7,71 5,0 - - 44,4 0,90 15,8
10 80| 63 - - 43,0 0,94 14,8
12 82| 7,8 47 6,0 39,8 0,93 15,1
17 8,7 8,5 49 5.8 37,7 1,01 14,6
20 8,7 | 84 47 5,6 38,5 1,00 14,9
24 88| 7,1 53 7,5 38,0 1,02 14,8
28 88| 69 54 7,8 38,7 1,08 14,6
31 89| 7,6 56 7.4 38,0 1,00 14,8
36 89 | 7,5 53 7,1 38,5 1,00 14,8
47 91| 72 47 6,5 38,0 1,04 14,6
51 91| 74 41 5,5 37,8 1,00 14,6
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Figura 4.11. Resultados experimentais do terceiro ensaio realizado no
fermentador. (A) concentragdo celular e atividade enzimatica obtidas em analises
de laboratorio; (B) pH; (C) concentracdo de CO; nos gases de saida; (D)
concentragdo de O,, (E) concentracdo do oxigénio dissolvido, obtidos pelo
sistema de aquisi¢ao de dados.

Nesse ensaio, onde a concentragdo do oxigénio dissolvido foi mantida
inicialmente em torno de 20%, ndo se percebeu uma fase estacionaria como
ocorreu no segundo ensaio (aproximadamente 12 horas), observando-se o
crescimento exponencial do microrganismo desde o inicio. No entanto, o nivel de

PGA encontrado foi praticamente o0 mesmo do segundo ensaio, diferenciando-se
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apenas na velocidade de produgdo da enzima. No terceiro ensaio a enzima
produzida ja atingiu seu patamar (em torno de 50 UI/L) nas primeiras 12 horas,
enquanto que no outro ensaio esse mesmo patamar s6 foi atingido em torno de 17
horas. Esse resultado é coerente devido a provavel limitacdo do crescimento do
microrganismo ocasionado pelo oxigénio dissolvido no ensaio anterior. Em ambos
os casos apos atingir esse nivel de PGA ndo houve aumento na producdo da
enzima.

Apesar desses resultados obtidos em biorreator serem menores que os
obtidos em “shaker”, utilizando-se microrganismo proveniente da 3* batelada de
criotubos (Tabela 4.19 — ensaio 44), existe um comportamento semelhante entre
ambos. Quando o cultivo do microrganismo ¢ realizado em ‘“shaker” pode-se
observar que também ndo ha aumento expressivo da producao de enzimas apds 24
horas de cultivo. Esses resultados levam a crer que a producao da enzima continua
limitada por algum nutriente, e que este poderia ser algum(s) peptideo(s). Passou-
se, por isso, a se investigar em HPLC o consumo dos peptideos ao longo do
tempo.

Antes de analisar as amostras provenientes do cultivo de B. megaterium,
analisaram-se primeiro os nutrientes (caseina hidrolisada, soro de queijo e soro de
queijo + 4cido fenil acético) para verificar o tempo de retencdo de cada um e se
haveria alguma interferéncia dos mesmos. Os cromatogramas sdo apresentados
abaixo. No cromatograma da caseina (Figura 4.12) incluiu-se 4 peptideos de peso
molecular conhecidos para dar uma nog¢ao em que faixa de peso molecular se
encontram os peptideos resultantes da hidrolise de caseina com alcalase®.
Posteriormente analisaram-se as amostras oriundas do terceiro ensaio e plotaram-
se 3 tempos (0, 10 e 20 horas) para mostrar o comportamento do consumo dos
nutrientes ao longo do cultivo. Conforme se pode observar no cromatograma
(Figura 4.15) houve consumo dos peptideos abaixo de 1600 e acima de 500 de
peso molecular. Esse consumo de peptideos nessa faixa nos induziu a relacionar a
produgdo da enzima ao consumo de uma faixa especifica de peso molecular de
peptideos. Essa foi uma fase confusa do trabalho. A andlise de peptideos ¢
complicada e a separacao das faixas ndo ¢ completamente associada ao tamanho

do peptideo. Devido a interacdo de alguns aminodcidos com a coluna ocorre



156

também saida de alguns deles na faixa de 600 de peso molecular. Por outro lado
aminodcidos presentes que ndo absorvem no UV ndo sdo detectados, uma vez que
o método usa deteccdo por absor¢cdo de luz ultravioleta. Foi desenvolvida no
grupo metodologia para calculo da concentracdo de peptideos por faixa de peso
molecular, mas sempre ocorre alguma indefini¢ao. Aparentemente ndo havia
consumo, ao longo do tempo de cultivo, do substrato na faixa de peso molecular
correspondente aos aminoacidos (ultimos picos do cromatograma), mas de fato o
que poderia estar ocorrendo era a hidrolise dos peptideos maiores e consumo dos
aminoacidos e di’-tripeptideos resultantes, coincidindo com aparente nao
consumo dessa faixa menor. De todo modo aparentemente ndo havia consumo de
aminoacidos e sim apenas de uma determinada faixa peptideos. Essa hipotese era
reforcada pelos ensaios em shaker com meio sintético onde nem germinagao
ocorria na presenca de aminoacidos. Assim, passou-se a investigar em shaker a
influéncia da composicdo de peptideos nos hidrolisados, seja usando diferentes
proteases para hidrolise de caseina, seja alterando a fonte protéica (soro de queijo,
peptona e triptona). Os resultados desse estudo, apresentados no item 4.1.3.4.2,
ndo mostraram correlagcdo entre composi¢ao de peptideos e produgdo da enzima.
Também se pode observar uma exaustdo do acido fenil acético (t retengao =
76min) ja nas primeiras 10 horas de cultivo, indicando uma possivel limitagdo da

producdo da enzima pelo seu indutor.
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Figura 4.15. Cromatograma de amostras de cultivo do B. megaterium

Esse resultado obtido em relagdo ao rapido consumo do acido fenil acético

faz com que seja necessario estudar estratégias de adicdo do acido durante o

cultivo de B. megaterium. Esse estudo deve ser realizado devido as implicagdes
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que o acido pode ocasionar, pois como ja mencionado, este age como inibidor da
producdo da enzima se adicionado em altas concentragdes, porém a baixas
concentragdes estimula o crescimento do microrganismo e a producdo da enzima.
Dessa maneira, o quarto ensaio foi realizado com a adicdo de AFA a partir de 8
horas de cultivo e sera apresentado no item 4.2.3 juntamente com oS outros
ensaios de batelada alimentada.

A discussdao sobre a variavel oxigé€nio dissolvido serd retomada no
proximo item pois ela continuou a ser enfocada quando se estudou a influéncia do

pH.

4.2.2. Influéncia do pH (ensaios 5 e 6)

O estudo da influéncia do pH na produgdo de PGA também era nosso
objetivo. A inten¢do inicial no ensaio 5 era que todas as condigdes, exceto o
controle de pH, fossem idénticas ao ensaio 4, mas isso ndo foi possivel devido a
problemas com o eletrodo de oxigénio dissolvido. Desta forma, fixamos a
agitacdo em torno 450 rpm nas primeiras 8 horas e depois em 600 rpm (valores
obtidos da média do ensaio 4) e controlamos o pH do caldo de cultivo em 8. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 4.38 e nas Figuras 4.16 ¢ 4.17. A Figura
4.16 mostra os resultados da concentragao celular e atividade enzimatica obtidas
apos analise de laboratério, além dos valores das varidveis pH e fracdo molar dos
gases de saida obtidos com o sistema de aquisi¢ao de dados. Na Figura 4.17 tem-
se o acompanhamento do consumo do &cido fenil acético ao longo do quinto

cultivo do B. megaterium.
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Tabela 4.38. Resultados obtidos na produgdo de PGA em biorreator operado a 450
rpm nas primeiras 8 horas e depois em 600 rpm, controle de pH em 8 e adi¢do de

AFA no inicio do cultivo. Ensaio 5

T pH | Cx | A.E. | A.Esp. | Proteinas | Lactose

(horas) (g/L) | (UI/L)| (Ul/g (g/L) (g/L)

células) | Lowry
Pré-inoculo | - 6,8 - -

Inoculo - 6,5 - - 33,7 6,1
0 79 | 0,6 - - 47,5 14,9
2 80 | 1,0 - - 47,6 14,6
4 80 | 1,6 - - 46,9 14,4
6 8,0 | 23 - - 47,1 14,3
8 81 | 33 56 17,0 474 14,4
10 8,1 | 48 73 15,2 43,8 13,6
14 82 | 6,8 95 14,0 42,4 13,4
16 82 | 7,2 62 8,6 39,5 13,6
20 8,1 | 82 60 7,3 37,7 13,6
24 81 | 88 46 5,2 31,6 13,6
28 8,1 | 83 50 6,0 29,1 13,5
32 81 | 83 42 5.1 29,4 13,3
36 7,5 | 81 31 3,8 28,7 13,5
43 76 | 79 33 4,2 28,6 13,2
48 7,6 | 7,1 33 4,6 28,1 13,4
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Neste ensaio ¢ possivel verificar a influéncia tanto do oxigénio dissolvido
como do pH. Nas primeiras horas o pH do caldo foi igual aos demais ensaios, ndo
necessitando da adi¢do de HCI até o tempo de aproximadamente 10h, portanto
inicialmente podemos dizer que temos s6 a influéncia do oxigénio. Como
podemos observar na Tabela 4.38 e na Figura 4.16(A), este ensaio, em 14 horas de
cultivo, resultou na mais alta atividade enzimatica encontrada até o momento.
Este resultado provavelmente estd relacionado com a quantidade de oxigénio
dissolvido no meio. Nos ensaios 3 e 4 a agitag@o atingiu até 600 rpm para manter
os 20% de saturacdo de oxigénio dissolvido, j& neste ensaio (quinto) iniciou-se o
processo com 450 rpm e s6é mudou-se para 600 rpm apds 8 horas de cultivo, pois
observou-se uma estagnacao de CO,. Estes valores de agitacdo podem ter limitado
o oxigénio dissolvido favorecendo a produciao de PGA, que atingiu 95UI/L em 14
horas de processo. Ha que se salientar aqui que quando se utilizou uma agitagao
de 300 rpm (2° ensaio) o crescimento do microrganismo foi muito limitado pelo
oxigénio dissolvido, ndo se observando nenhum aumento da massa celular até o
momento em que se resolveu aumentar a agitacdo. Esses dados indicam, portanto,
que a concentracao ideal de oxigénio ¢ aquela obtida para uma agitacao entre 450
rpm e 600 rpm, que correspondem a valores proximos de 20% da saturagao.

Embora tenhamos atingido a mais alta concentracdo enzimatica, observou-
se também um alto decréscimo da atividade enzimadtica apos atingir o pico. Em
todos os outros ensaios realizados em biorreator ocorria uma pequena queda da
atividade ao longo do processo, mas nenhum apresentou uma queda tao
acentuada. Uma possivel explica¢do seria a produc¢do de proteases no meio de
cultivo, que pode estar relacionada com o menor pH do meio neste ensaio (pH 8
apods 10 horas). Assim nesse ensaio teriam sido oferecidas melhores condigdes ou
para a produgao de proteases ou para a hidrolise de PGA por proteases produzidas
pelo microrganismo.

Apo6s 30 horas de cultivo resolveu-se alterar o controle do pH para 7,5,
pois ndo vinhamos notando nenhuma diferenga no metabolismo do
microrganismo. Nao foi detectada nenhuma alteragdo no metabolismo quando se

aplicou essa mudanca.



O fato de termos obtido um aumento da producao nos motivou a realizar o
sexto ensaio reproduzindo todas as condi¢des utilizadas no anterior. Essa
reproducdo nos permitiria desta vez acompanhar o oxigénio dissolvido ao longo
do cultivo, o que ndo foi possivel anteriormente devido a problemas com o sensor,

e também verificar se ocorreria novamente a queda brusca na atividade devido ao
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controle de pH. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.39 e na Figura 4.18

Tabela 4.39. Resultados obtidos na produ¢ao de PGA em biorreator operado a 450

rpm nas primeiras 8 horas e depois em 600 rpm, controle de pH em 8 e adigao de

AFA no inicio do cultivo. Ensaio 6

Tempo pH Cx AE A. Esp. Proteinas | Lactose
(h) (g/L) | (UI/L) | (Ul/ g células)| Lowry (g/L)
(g/L)
Pré-inoculo - 5.9 - - 29,3 -
Inoculo - 6.4 - - 25,8 7.4
0 7,4 0,5 - - 45,7 15,8
2 7,63 1,0 - - 45,5 15,8
4 7,68 1,0 23 23,0 46,4 15,9
6 7,68 2,0 38 19,0 46,2 15,9
8 7,84 3,2 36 11,3 45,7 15,5
10 7,84 4,5 45 10,0 45,0 15,9
12 8,09 6,2 68 11,0 42,5 15,8
14 8,07 7,1 70 9,9 37,4 15,5
16 8,09 8,2 49 6,0 34,8 15,5
19 8,15 9,0 51 5,7 30,2 14,3
22 8,15 8,6 48 5,6 26,6 13,7
27 8,12 8,2 56 6,8 26,3 13,3
42 8,30 8,1 45 5,6 19,6 13,4
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Figura 4.18: Resultados experimentais do sexto ensaio realizado no fermentador.
(A) concentragdo celular e atividade enzimdtica obtidas em andlises de
laboratorio; (B) pH; (C) concentragdo de CO, nos gases de saida; (D)
concentragdo de O,, (E) concentracdo do oxigénio dissolvido, obtidos pelo
sistema de aquisi¢ao de dados.

Neste ensaio, o oxigénio dissolvido caiu mais lentamente no inicio devido
ao fato de ter sido fixado a agita¢do (fato também ocorrido no sexto ensaio). Um

problema que ocorreu nesse ensaio foi a formacdo de espuma, sendo necessario
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praticamente parar a agitacdo até que o problema fosse resolvido.
Consequentemente, nesse periodo (4 — 8 horas) o oxigénio dissolvido também
caiu muito. Essa queda provavelmente ¢ que ocasionou a menor produgdo de
PGA. O declinio acentuado de atividade também foi verificado nesse ensaio,
como no ensaio anterior. Portanto, concluimos que o controle do pH, neste valor
escolhido, ndo ¢ adequado para a produgdo de PGA. Hojo, 1997, também
verificou que o controle de pH em um valor fixo ndo era uma boa estratégia para

se ter uma boa producdo de enzima.

4.2.3. Influéncia de diferentes estratégias de alimentacio (ensaios

4,7,8,9 e 10)

Nos intervalos desses ensaios em biorreator foram realizados os ensaios
em shaker, com o objetivo de se estudar os requerimentos nutricionais do B.
megaterium que conduziriam a uma melhor produ¢do de PGA. O grande niimero
de variaveis estudado nos permitiu descobrir que o crescimento do microrganismo
consumindo uma solu¢do de aminoacidos em torno de 10 g/L ao invés de
hidrolisado enzimatico de caseina, na presenga de soro de queijo, de 0,4 g/L de
sais e de 2,7 g/L de AFA, nos permite atingir em torno de 200 UI/L de PGA, nivel
nunca atingido até entdo. Portanto, esse meio passou a ser o nosso padrao. Foi
assim realizado o sétimo ensaio para teste desse novo meio em biorreator. Antes
da apresentagdo desse ensaio serdo discutidos os resultados obtidos no ensaio 4,
onde continuou-se a utilizar caseina hidrolisada no meio porém com alimentacao
de AFA.

Conforme verificado no item 4.2.1., o acido fenil acético é consumido
rapidamente pelo microrganismo. Esse resultado juntamente com os ja obtidos
anteriormente (item 4.1.3.4.4.), onde se verificou que este nutriente age como
inibidor da produ¢do da enzima se adicionado em altas concentracdes, fez com
que realizdssemos um ensaio com alimentacdo de AFA mas somente a partir de 8
horas de cultivo. Nesse tempo (8 horas) o AFA adicionado inicialmente ja se
encontra praticamente esgotado, ndo ocasionando inibi¢do por altas

concentragoes. A velocidade de alimentagao foi de 0,33 mL/min de uma solucao
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0,1 M (5x mais concentrada que o utilizado no inicio). O volume adicionado até
48 horas de cultivo foi de aproximadamente 800 mL. O AFA ndo foi adicionado
até o final do processo (52 horas), pois ndo se observou nenhuma melhora na
producao de PGA.

O modo como se procedeu ao ensaio, os meios utilizados e as condi¢des
operacionais foram as mesmas do ensaio 3, exceto pelo fato de que se optou por
controlar o oxigénio dissolvido em 20% durante todo cultivo. Essa escolha foi
feita devido ao problema ocorrido no terceiro ensaio, onde, apds 12 horas de
cultivo, a concentragao de oxigénio foi controlada em 10% da saturagdo. Contudo,
observou-se acentuado declinio do metabolismo do microrganismo, que foi
atribuido a exaustdo de algum nutriente limitante. Uma vez que se observou alta
velocidade de consumo do AFA, esse era um provavel candidato, decidindo-se
por isso alimenta-lo apos 8 horas de cultivo. Para nao se correr o risco de entao vir
a ocorrer limitacdo por oxigénio ja que o nutriente limitante seria alimentado,
decidiu-se manter a concentragao de O, em 20% durante todo o cultivo.

Apesar da alimentagdo do AFA no quarto ensaio, este também apresentou
o mesmo problema descrito acima, observando-se um grande aumento do
oxigénio dissolvido ao longo do cultivo, em conseqliéncia do declinio do
metabolismo celular (Figura 4.19 E).

Os resultados referentes a esse ensaio sdo apresentados na Tabela 4.40 e
nas Figuras 4.19 e 4.20. A Figura 4.19 mostra os resultados da concentracao
celular e atividade enzimatica obtidas apds andlises de laboratorio, além dos
valores das varidveis pH, fracdo molar dos gases de saida e oxigénio dissolvido,
obtidas com o sistema de aquisicdo de dados. Na Figura 4.20 tem-se o

comportamento do acido fenil acético ao longo do cultivo.
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Tabela 4.40. Resultados obtidos na produgdao de PGA em biorreator operado em
20% de oxigénio em todo o cultivo, auséncia de controle de pH, adi¢do de AFA

no inicio do cultivo e alimentacdo de AFA. Inicio e término da alimentacdo = 8 e

48 horas. Ensaio 4

t pH | Cx | A.E. | A.Esp. | Proteinas | Proteinas | Lactose

(horas) (g/L) | (UI/L) | (Ul/g (g/L) (g/L) (g/L)

células) Lowry | Bradford
Pré Indculo - 7,2 - -

Indculo - 6,3 - - 32,3 0,5 6,0
0 7,7 | 03 - - 45,1 0,9 13,9
2 7,8 1,0 - - 45,6 0,9 13,7
4 7,9 1,7 - - 44,5 1,0 13,3
6 7,8 | 3,5 - - 42,1 1,0 13,7
8 8,1 5,8 30 52 41,2 1,0 13,7
10 82 | 6,5 48 7,4 37,7 1,0 13,8
12 83 | 7,7 47 6,1 35,3 1,0 13,7
16 86 | 7.8 56 7,2 31,5 1,1 13,1
20 89 | 7.3 41 5,6 29,5 1,0 13,5
24 89 | 6,8 57 8,4 29,7 1,0 13,2
28 89 | 64 48 7,5 29,7 1,1 12,7
32 9,0 | 6,6 - - 29,2 1,1 12,9
36 9,0 | 6,7 57 8,5 29,4 1,1 12,8
48 9,1 5,2 43 8,3 27,9 1,1 12,8
52 9,1 5,1 49 9,6 27,7 1,1 12,6
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Figura 4.19: Resultados experimentais do quarto ensaio realizado no fermentador.
(A) concentragdo celular e atividade enzimdtica obtidas em andlises de
laboratorio; (B) pH; (C) concentragio de CO, nos gases de saida; (D)
concentragdo de O,, (E) concentracdo do oxigénio dissolvido, obtidos pelo
sistema de aquisi¢ao de dados.
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Figura 4.20. Comportamento da concentracdo de AFA no quarto ensaio de cultivo

do B. megaterium

Cabe observar que o aumento na concentracdo de AFA no decorrer do
ensaio (Figura 4.20) ndo resultou em melhores niveis de atividade e massa celular,
apresentando comportamento semelhante ao terceiro ensaio em relagdo a todas as
varidveis.

Juntamente com esse ensaio foi feito um cultivo em shaker utilizando os
mesmos meios para verificar se a capacidade produtiva do microrganismo tinha
decaido. Os resultados obtidos em shaker mostraram que o nivel de atividade
enzimdtica obtida se manteve constante (102 UI/L), indicando que os baixos
niveis encontrados no biorreator ndo ¢ devido ao microrganismo, mas pode estar
relacionado a exaustdo de algum nutriente e/ou as condigcdes operacionais
utilizadas. De qualquer maneira, este foi o unico ensaio batelada alimentada
utilizado-se o meio contendo caseina hidrolisada. Conforme explicado no inicio
desse item, no decorrer dos ensaios em biorreator foram realizados em paralelo os
ensaios em shaker com o objetivo de se estudar os requerimentos nutricionais do
B. megaterium. Esse estudo nos mostrou que o microrganismo quando cultivado
em um meio com concentragdes baixas de aminodcidos (10 g/L) e na presenca de

soro de queijo produz em torno de 200 UI/L de PGA, nivel nunca atingido até
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entdo. Portanto, esse meio passou a ser o nosso padrao (PA10). O ensaio
apresentado a seguir (sétimo) foi realizado sem alimentacdo de nutrientes pois
tinha-se o objetivo somente de estudar o comportamento do microrganismo nesse
meio quando cultivado em biorreator operando com as condigdes operacionais do
ensaio 4 , ou seja, sem controle de pH, o oxigénio dissolvido em torno de 20% da
saturacdo e aeragao de 4 L/min. Com essas condigdes a unica diferenca seria os
componentes do meio. Os resultados obtidos nesse ensaio sdo apresentados na
Tabela 4.41 e na Figura 4.21.

Paralelamente a este ensaio foi realizado um ensaio em shaker para
verificar se haveria diferenca na produ¢do de PGA quando o microrganismo ¢
cultivado no biorreator ou no shaker. Esse ensaio em paralelo tornou-se
necessario, uma vez que foram observadas algumas oscilagdes nas atividades para
lotes diferentes da mesma solucdo de aminoacidos. Portanto, esse ensaio em
shaker ¢ um controle para sabermos qual o nivel maximo de atividade atingida
utilizando a mesma solucdo de aminoacidos (até agora a atividade enzimatica
atingida no shaker tem sido sempre maior que no biorreator). Os resultados sdo

apresentados na Tabela 4.42.
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Tabela 4.41 Resultados obtidos na producao de PGA em biorreator operado em
20% de oxigénio em todo o cultivo, auséncia de controle de pH , adicdo de AFA

no inicio do cultivo e uso dos novos meios padroes (GA8 e PA10). Ensaio 7

Tempo pH Cx A.E A. Esp. | Lactose | a.a. | AFA
(h) (g/L) (UI/L) (Ul/g | (DNS- | (g/L) | (g/L)
células) g/L)

Pré-Inoculo - 5,0 - - 49 - -
Indculo - 33 - - 5,0 - -
0 7,9 0,2 - - 14,3 104 | 2,8

2 8,0 0,2 - - 14,0 94 | 28

4 7,9 0,6 14 23,3 14,3 10,2 | 2,6

6 8,0 1,8 19 10,6 14,0 6,2 | 24

8 8,1 2,8 61 21,8 14,0 4,1 1,8

10 8,2 3,5 127 36,3 14,1 3,1 | 0,9
13 8,5 4.3 175 40,7 13,9 1,3 0
17 8,7 4,1 159 38,8 13,5 0,7 0
20 8.8 4,2 164 39,0 14,2 0,7 0
24 8,9 4,2 155 36,9 14,3 0,6 0
28 9,1 4,1 166 40,5 14,2 0,5 0
37 9,2 3,7 147 39,7 14,5 0,3 0
41 9,2 3,5 157 44.9 14,5 0,3 0

Tabela 4.42. Resultados obtidos na producdo de PGA em shaker realizado em

paralelo com o biorreator - uso dos mesmos meios (GAS e PA10).

Tempo PH Cx Atividade A. Esp. Lactose
(h) (g/L) | enzimatica | (Ul/gcélulas) | (g/L)
(UI/L)

Pré-in6culo - 5,0 - - -
Inoéculo 8,1 33 - - -

0 7,8 04 - - 11,0

10 8,1 2,6 42 16,2 11,6

24 8,4 3,5 171 48,9 11,5

37 8,9 4,0 179 44,8 11,3
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Figura 4.21: Resultados experimentais do sétimo ensaio realizado no fermentador.
(A) concentracdo celular, AFA e atividade enzimatica obtidas em andlises de
laboratério; (B) pH; (C) concentracio de CO, nos gases de saida; (D)
concentragdo de O,, (E) concentracdo do oxigénio dissolvido, obtidos pelo

sistema de aquisi¢ao de dados.
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Os resultados obtidos nesse ensaio foram bastante satisfatorios. Os niveis
de atividade encontrados em ambos os ensaios (shaker e biorreator) foram
semelhantes, diferenciando-se apenas na velocidade de produgdo da enzima. A
maxima produgdo de enzima (175 UI/L) no biorreator foi atingida em 13 horas
enquanto que no shaker a mesma produgao foi provavelmente alcangada em torno
de 24 horas de cultivo. Esse resultado ¢ coerente devido a provével limitagdo do
crescimento do microrganismo ocasionado pelo oxigénio dissolvido fornecido em
shaker.

Pode-se observar na Tabela 4.41 que apos a enzima produzida atingir seu
patamar (175 UI/L) houve um pequeno decréscimo da mesma. Esse fato ocorreu
em todas os ensaios realizados em shaker (ensaios 72 a 97) que utilizaram 10 g/L
de aminoacidos. No ensaio que foi realizado em paralelo ndo observamos esse
comportamento devido provavelmente ao tempo de retirada de amostra —37 horas,
sendo que em todos os demais ensaios essa retirada de amostra era apds 48 horas
de cultivo.

Em relagdo ao consumo dos nutrientes, na Tabela 4.41 ¢ apresentado o
consumo dos aminodacidos totais ao longo do cultivo do B. megaterium de modo a
dar uma visao geral da concentracdo dos mesmos, agora na Tabela 4.43 tem-se o
consumo individual de cada aminoécido. Esta andlise nos permite saber quais os
aminodcidos preferenciais do microrganismo bem como a velocidade de consumo
dos mesmos. Os aminoacidos cistina e triptofano ndo foram possiveis de
quantificar devido a baixa concentra¢ao utilizada dos mesmos. A Figura 4.22
mostra os aminodcidos consumidos mais rapidamente e os consumidos mais

lentamente.



174

Tabela 4.43. Consumo dos aminoacidos em g/L ao longo do ensaio 7
Oh 2h 4h 6h 8h | 10h | 13h | 17h | 24h | 28h | 37h | 41h
Asp | 0,76 | 0,67 | 0,64 | 0,04 0 0 0 0 0 0 0 0
Thr | 0,43 | 0,41 | 0,38 | 0,31 0 0 0 0 0 0 0 0
Ser | 0,47 [042[041[022]| 0 0 0 0 0 0 0 0
Glu | 1,58 | 1,5 | 14 [0,26 | 0,06 | 0,05| 0 0 0 0 0 0
Pro | 1,1 | 1,1 [ 1,1 [1,04]093|0,73| - - - - - -
Gly | 0,13 0,12 | 0,11 | 0,07 0 0 0 0 0 0 0 0
Ala | 0,36 | 0,3 | 0,28 | 0,07 0 0 0 0 0 00 0 0
Val | 0,65 | 0,63 |0,57 0,53 0,46 | 0,29 0,12 0,07 [005] 0 0 0
Met | 0,72 | 0,72 | 0,66 | 0,62 | 0,57 | 0,49 | 0,4 | 0,35 ] 0,34 | 0,34 | 0,21 | 0,21
Ile |0,53]051]047] 04 | 03 | 0,18 | 0,07 0 0 0 0 0
Leu | 137136123 |1,19] 1,0 | 0,87 0,57| 0,3 | 0,24 | 0,18 | 0,07 | 0,07
Tyr 10,39 1035]0,32] 0,2 ] 0,18 0,12 0 0 0 0 0 0
Phe | 0,6 | 0,6 | 0,68 | 0,53 ] 0,43 ]0,37 | 0,1 0 0 0 0 0
His | 0,2 [ 0,23]0,21[0,14/0,05| 0 0 0 0 0 0 0
Lys 10,77 0,7 {0,75]047 | 0,1 0 0 0 0 0 0 0
Arg | 0,46 | 0,41 | 0,35 | 0,14 0 0 0 0 0 0 0 0
CyS | 0,03 | - - - - - - - - - - -
Trp | 0,12 | - - - - - - - - - - -
1.8 1.8
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Figura 4.22. (A): Aminoacidos consumidos mais rapidamente; (B) Aminoacidos

consumidos mais lentamente
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Quanto ao acido fenil acético, o seu comportamento ¢ apresentado na
Tabela 4.41 e na Figura 4.21 A. Conforme podemos observar na Figura 4.21A, a
exaustdo do AFA se dd em torno de 10 horas de cultivo do B. megaterium. Nesse
tempo de cultivo também ocorre a exaustdo dos aminoacidos consumidos
preferencialmente e tanto a atividade enzimatica como a concentracao celular
atingem uma estagnacao nos seus valores. Esses resultados levam a crer que a fase
de crescimento exponencial parou devido a falta de algum(s) nutriente(s) essencial
no metabolismo do microrganismo. A alimentagdo de AFA no ensaio 4 ndo
resultou em melhoras na produgao de PGA e também ¢ sabido que concentragdes
maiores de aminodcidos no inicio do processo causam inibi¢do na produgdo da
enzima, portanto, optou-se por realizar um ensaio (8°ensaio) com alimentacdo de
aminoacidos a partir da 8" hora de cultivo (concentragdo de a.a. j4 se encontra
baixa no meio). A solucao de alimentagdo foi a mesma do inicio e continha 40g/L
de a.a. (de modo a manter a concentragdo no biorreator em 10 g/L). O volume
total adicionado foi de 1000 mL a uma velocidade de alimentagdo de 1,76
mL/min.

Exceto a alimentacdo de aminoacidos, este ensaio mantém todas as
condigdes utilizadas no 7° ensaio. Os resultados obtidos sdo apresentados na

Tabela 4.44 e na Figura 4.23.
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Tabela 4.44. Resultados obtidos na produgdao de PGA em biorreator operado em
20% de oxigénio em todo o cultivo, auséncia de controle de pH , adicdo de AFA
no inicio do cultivo e uso dos novos meios padrdes (GA8 e PA10) com

alimentagdo de aminodcidos. Inicio e término da alimentagdo = 8 e 17 horas.

Ensaio 8
Tempo pH Cx A.E. A. Esp. Lactose a.a. | AFA
(h) (g/L) | (UI/L) Ul/' g (DNS-¢g/L)| (g/L) | (g/L)
células)
Pré-inoculo| 8.4 5,3 - - 4,7 - -
Indculo - - - - - - -
0 7,7 0,2 - - 14,3 11,1 3,2
2 8,0 0,3 - - 14,9 11,5 2,6
4 8,0 0,9 14 15,6 14,9 10,6 2,5
6 8,2 2,2 25 11,4 14,6 6,5 2,2
8 8,2 33 75 22,7 14,0 4,7 1,6
10 8,4 4,1 136 33,2 13,9 3,6 0,5
12 8,4 4,2 166 39,5 13,2 2,3 0,3
16 8,7 3,9 207 53,1 13,3 5,2 0,1
20 8,8 3,9 203 52,1 13,4 4.8 0,1
24 8,9 3,5 210 60,0 12,9 42 0
30 9,0 3,5 212 60,6 13,5 4,1 0
34 9,1 3,4 221 65,0 13,2 3,3 0
46 9,2 3,3 205 62,1 13,6 3,6 0

Tabela 4.45. Resultados obtidos na producdo de PGA em shaker realizado em

paralelo com o biorreator - uso dos mesmos meios (GA8 e PA10) porém sem

alimentacao
Tempo pH Cx Atividade A.Esp. Lactose
(h) (g/L) | enzimdtica (Ul/ g (g/L)
(UI/L) células)

0 8,0 0,3 - - 12,4
10 8,3 2,7 60 22,2 12,8
24 8,6 3.8 177 46,6 12,4
46 9,1 3.8 165 43,4 12,1
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Figura 4.23: Resultados experimentais do oitavo ensaio realizado no fermentador.
(A) concentragdo celular, atividade enzimatica e AFA obtidas em analises de
laboratério; (B) pH; (C) concentracio de CO, nos gases de saida; (D)
concentragdo de O,, (E) concentragdo do oxigé€nio dissolvido e agitacdo, obtidos
pelo sistema de aquisi¢do de dados.

Da mesma forma que nos ensaios anteriores, foi realizado um ensaio em
paralelo no shaker (Tabela 4.45). Este foi o primeiro ensaio realizado em

biorreator que atingiu maiores niveis de atividade que o ensaio realizado em



178

shaker, embora a diferenca seja muito pequena (220 UI/L para 177UI/L). Quanto
as demais varidveis, o comportamento foi muito semelhante ao ensaio 7. O
crescimento exponencial se deu nas primeiras 10 horas atingindo um valor de 2%
de CO2 (Figura 4.23 (C)), porém permanecendo mais tempo neste patamar. Ao
longo do cultivo também foi necessario fixar a agitagdo em torno de 200 rpm
(Figura 4.23 (E)), pois a agitagdo tinha parado para tentar manter o oxigénio
dissolvido em 20% da saturagao.

Em relagdo ao consumo dos aminoacidos ao longo tempo, o que podemos
observar ¢ que os a.a. que sdo consumidos preferencialmente continuam sendo
consumidos rapidamente durante a alimentacdo, tendo pequeno acimulo somente
do 4cido glutamico e da tirosina. Com relacdo aos aminodcidos que sdo
consumidos lentamente, estes acabam se acumulando no meio quando se realiza
alimentacdo. Estes resultados podem ser observados na Tabela 4.46. e na Figura

4.24.
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Tabela 4.46. Consumo dos aminoacidos em g/L. ao longo do ensaio 8 (batelada

alimentada)

Oh | 2h | 4h | 6h | 8h | 10h | 12h | 16h | 24h | 30h | 34h | 46h

Asp 10,94 10,8910,69| 0 0 0 0 10,06|0,08(0,08]0,07]0,07

Thr | 0,43]042] 0,4 [ 0,31]0,06{0,02]0,03]0,07]0,04][0,03]/0,02] 0

Ser 10,55]0,54] 0,5 021 | O 0 0 [0,02] 0O 0 0 0

Glu|1,76 |1,64]1,58]0,12]0,10|0,11| O |0,20)|0,20)0,21 0,18 0,24

Pro | 1,241,22/11,19]0,94]0,95]0,78]10,39] 1,0 | 1,0 | 1,0 | 0,87 0,92

Gly [0,15]0,14[0,12| O 0 0 0 0 0 0 0 0

Ala 1 0,3810,32/0,16{0,05] 0 0 0 0 0 00 0 0

Val [ 0,63]0,62| 0,6 {048]0,41]0,31]0,20]|0,43]0,36]0,35|0,27 0,27

Met | 0,81 1 0,791 0,76 1 0,73 | 0,64 | 0,60 | 0,43 | 0,89 | 0,80 | 0,81 | 0,63 | 0,73

Ile |0,52]0,520,50]0,400,280,19|0,12|0,280,19]0,16 | 0,11 0,10

Leu |143|1,43(137|1,23]1,101 0,9 | 0,6 |1,22/0,94]0,84 0,63 |0,64

Tyr 0,48 10,48 ]0,4810,48]0,46|0,38]0,30{0,53]0,22]0,25]0,30]0,31

Phe | 0,68 | 0,68 | 0,63 | 0,55]0,53 0,32 0,21 0,50 0,34 | 0,36 | 0,26 | 0,30

His | 0,35(0,32/0,2910,28]0,16] O 0 0 0 10,05 0O 0

Lys {0,84]0,80]0,79]10,45| 0O 0 0 0 0 0 0 0

Arg 1 0491047]0,4210,10] O 0 0 0 0 0 0 0

S N N N e e e e e
Tep |02 - | - | - | - | - | - | -] -] | -] -
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Figura 4.24 (A): Aminoacidos consumidos mais rapidamente; (B) Aminoécidos

consumidos mais lentamente
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Por conta dos resultados obtidos na analise dos aminoacidos, onde teve
acimulo de alguns deles e o esgotamento de outros, decidiu-se por realizar um
ensaio com as mesmas condi¢des iniciais anteriores porém, a concentragdo dos
aminoacidos do meio de alimentagdo foi baseada na velocidade de consumo de
cada um deles. Este calculo teve como referéncia o ensaio 8 e considerou-se a
fase exponencial de crescimento (primeiras 10 horas). Os valores das
concentragdes para cada aminodcido estdo apresentados na Tabela 4.47, tanto para

0 meio inicial como para o meio de alimentagdo.

Tabela 4.47. Concentragdo de aminoacidos no meio inicial e no meio de

alimentagado
Aminoacidos Meio inicial Meio de alimentacao
(g/L) (g/L)
Alanina 1,16 2,5
Acido aspartico 2,53 7,17
Cistina 0,13 0,13
Glicina 0,44 1,07
Histidina HCI 0,98 0,6
Lisina HCI 3,02 3,0
Metionina 2,49 0,46
Fenilalanina 2,44 0,3
Prolina 43 2,15
Serina 2,5 2,7
Treonina 1,91 0,92
Tirosina 1,96 0,3
Triptofano 0,53 0,48
Valina 2,76 1,07
Arginina 1,64 3,1
Acido glutdmico 4,47 12,4
Leucina 4,18 1,4
Isoleucina 2,13 0,92

Como podemos observar na Tabela 4.47 a concentragdo dos aminoacidos
de alimentagdo variaram bastante da concentracdo do meio inicial. Além dessa
diferenca na concentragdo, no ensaio 9 iniciou-se a alimentagdo mais cedo que o
ensaio 8 (a partir da 5* hora). Escolheu-se essa hora para evitar o esgotamento de
alguns aminodacidos, pois conforme podemos observar na Tabela 4.46 em 6 horas

de cultivo o consumo dos aminodacidos ja tinha sido bastante grande.
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Um outro cuidado que se teve neste ensaio foi em relagdo a solugdo salina
utilizada. Com a estratégia adotada da alimentag¢dao dos aminoéacidos esperavamos
uma alta concentracdo celular e consequentemente uma maior produgdo de
enzima, € para que ndo ocorresse uma limitagdo do crescimento por algum
nutriente que faz parte da solucao salina resolveu-se dobrar a concentracao dos
sais. Estudos em shaker mostram que o aumento da concentracdo dos sais
utilizados ndo causam nenhum efeito inibitorio na producdo de PGA.

Os resultados obtidos no 9° ensaio sdo apresentados na Tabela 4.48 e na

Figura 4.25.

Tabela 4.48. Resultados obtidos na producao de PGA em biorreator operado em
20% de oxigénio em todo o cultivo, auséncia de controle de pH , adi¢ao de AFA
no inicio do cultivo e uso dos novos meios padroes (GA8 e PA10) com
alimentacdo de aminoacidos (concentragao baseada na velocidade de consumo).

Inicio e término da alimentagdo = 5 e 14 horas. Ensaio 9

Tempo PH | Cx A.E. A. Esp. Lactose a.a AFA
(h) (g’/L) | (U/L) Ul/g (DNS-¢g/L) | (g/L) | (g/L)
células)
Pré-inoculo | - - - - - - -
In6culo 8,5 3,1 - - 5,8 - -
0 7,81 03 - - 15,6 10,4 2,8
2 8,01 0,3 - - 15,5 10,1 2,7
4 8,1 1] 08 22 27,5 14,5 7,9 2,4
6 82| 1.8 22 12,2 14,5 6,3 2,5
8 84 | 2,7 41 15,2 13,7 6,0 2,3
10 85| 33 130 39,4 13,5 4,9 1,8
12 8,6 | 3.2 137 42,8 13,0 4,3 1,7
16 8,8 | 3,6 191 53,1 13,0 3,7 0,9
21 9,0 3,9 175 44,9 13,0 4,1 0,4
25 92 | 3,6 153 42,5 13,1 3,2 0,3
38 9,5 3,8 171 45,0 13,3 2,7 0,3
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Tabela 4.49. Resultados obtidos na producdo de PGA em shaker realizado em

paralelo com o biorreator - uso dos mesmos meios (GA8 e PA10) porém sem

alimentagado
Tempo pH Cx Atividade A.Esp. Lactose
(h) (g/L) | enzimatica Ul/'g (g/L)
(UI/L) células)
24 8,6 4,3 188 43,7 13,3
38 9,1 4,1 210 51,2 12,2
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Figura 4.25: Resultados experimentais do nono ensaio realizado no fermentador.
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concentracdo de O,, (E) concentracdo do oxigénio dissolvido e agitacao, obtidos
pelo sistema de aquisi¢do de dados.
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O que podemos observar € que o microrganismo nao apresentou nenhuma
melhora, pelo contrério, a produg@o no biorreator foi um pouco menor do que a
obtido em shaker.

Em relagdo as varidveis do processo (pH, oxigénio dissolvido, YCO,, YO,
agitacdo), o comportamento foi muito semelhante ao ensaio anterior. Neste ensaio
também necessitou-se fixar a agitagdo, em torno de 25 horas de cultivo, para
manter o oxigénio em 20% da saturacao.

Na Tabela 4.50 também pode-se observar semelhangas no consumo dos
aminoacidos, apesar da concentragao de alimentacdo de alguns deles serem
diferentes. Os aminoéacidos que foram esgotados no ensaio 8, aqui também
tiveram exaustdo total (treonina, serina, glicina, alanina, histidina, lisina e
arginina). Para os demais, o acimulo no meio foi um pouco diferente, devido a
concentracdo fornecida. Na Figura 4.26A e 4.26B ¢ possivel observar o
comportamento dos aminodcidos consumidos mais rapidamente e os consumidos

mais lentamente, respectivamente.
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Tabela 4.50. Consumo dos aminoacidos em g/L ao longo do ensaio 9 (batelada

alimentada).

Oh 2h 4h 6h 8h | 10h | 12h | 16h | 21h | 25h | 38h

Asp| 0,84 | 0,81 | 0,6 [0,09 0 10,08)0,18]0,09]0,11 0,13 0,11

Thr | 0,42 | 0,40 | 0,34 | 0,27 | 0,33 | 0,22 | 0,14 | 0,03 | O 0 0

Ser | 0,551 0,55]0,44 026 0,2 | 0,08]0,04] 0 0 0 0

Glu| 168 | 1,7 | 1,36 | 0,51 | 0,09 | 0,21 | 0,41 | 0,54 | 0,36 | 0,38 | 0,4

Pro | 1,29 | 1,24 | 1,05 | 095 | 1,41 | 1,18 | 0,89 | 0,87 | 0,82 | 0,85 | 0,78

Gly| 0,150,014 | 0,11 [ 0,08 | 0,05| O 0 0 0 0 0

Ala | 0,37 10,36 | 0,23 | 0,1 0 0 0 0 0 0 0

Val | 0,64 | 0,63 | 0,5 | 04 ] 0,56 | 0,46 | 0,32 | 0,28 | 0,20 | 0,19 | 0,17

Met | 0,75 | 0,74 | 0,59 | 0,48 | 0,72 | 0,62 | 0,46 | 0,48 | 0,81 | 0,54 | 0,44

Ile | 0,53 | 0,53 | 0,42 | 0,26 | 0,37 | 0,28 | 0,19 | 0,15 | 0,12 | 0,09 | 0,06

Leu| 143|144 1,150,811 | 1,16 | 1,09 | 0,83 | 0,81 | 0,69 | 0,62 | 0,45

Tyr | 0,24 | 0,15 - 0,06 - - 0,11 10,12 | 044 | 0,11 | 0,19

Phe | 0,56 | 042 | 0,18 | 0,12 [ 0,18 | 0,10 | O 0O 1011 )0,11 0,08

His | 0,24 | 0,23 | 0,18 | 0,13 | 0,26 | 0,16 | 0,10 | 0,03 | O 0 0

Lys| 0,78 | 0,67 | 0,65 | 0,60 | 0,69 | 0,44 | 035 ]| O 0 0 0

Arg | 048 | 0,2 | 0,14 | 0,81 | 0,33 - 0,2510,241044 1021 | O

Cys 1003 | - | - | - | - | - | - | - - -] -

Tp| 0,12 | - - - - - - - - -] -

1,50
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Como visto no decorrer desses ensaios (7, 8 € 9), os valores obtidos de
atividades enzimaticas e concentragdes celulares foram muito proximos. As
estratégias de alimenta¢do ndo conduziram a melhoras significativas na producao
da enzima. E claro, no entanto, que o processo continua sendo limitado por algum
outro nutriente ou entdo, pelo oxigénio dissolvido. Desta forma decidiu-se realizar
um outro ensaio com alimentagdo simultanea de aminoacidos e de soro de queijo,
dada a importancia desse nutriente no processo de producdo de PGA.

Este novo ensaio, portanto, partiu das mesmas condi¢des iniciais que os
anteriores e utilizou a mesma solucao de alimentacdo de aminoacidos do ensaio 9
(baseada na velocidade de consumo). A unica diferenga foi a alimentacao de uma
solugdo de soro de queijo a partir da 8" hora de cultivo. A escolha do tempo inicial
de adi¢ao ndo foi a mesma dos aminoacidos (5* hora) pois se tinha receio de que
alimentando-se muito cedo iria ocorrer inibi¢ao da producdo de PGA. Estudos
realizados (item 4.1.3.4.3) mostraram forte efeito inibitério na producdo da
enzima quando se utilizou o dobro da concentracdo de soro, portanto resolveu-se
esperar maior metabolizagdo dos nutrientes antes do inicio da alimentagdo. O
volume total adicionado foi de 350 mL de uma solu¢ao com concentragao igual a
176,8 g/L. Os resultados obtidos neste ensaio sao apresentados na Tabela 4.51 e
na Figura 4.27. Na Tabela 4.52 sdao apresentados os resultados obtidos no ensaio

realizado em paralelo no shaker.
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Tabela 4.51. Resultados obtidos na produgao de PGA em biorreator operado em
20% de oxigénio em todo o cultivo, auséncia de controle de pH , adicdo de AFA
no inicio do cultivo e uso dos novos meios padrdes (GA8 e PA10) com
alimentagdo de aminodacidos (concentragdo baseada na velocidade de consumo) e
de soro de queijo. Inicio e término da alimentacdo a.a. = 5 e 14 horas. Inicio e

término da alimentacdo soro de queijo = 8 e 11 horas. Ensaio 10

Tempo pH Cx A.E. A.Esp. Lactose a.a. | AFA
(h) (g’/L) | (UI/L) (Ul/g | (DNS-g/L)| (g/L) | (g/L)
células)
Pré-inoculo| - 5,4 - - 4,9 - -
Inoculo 8,4 3,9 - - 6,6 - -
0 7,6 0,4 - - 14,6 104 | 2.8
2 7,9 0,5 - - 14,9 10,2 | 2,7
4 8,0 0,9 0 0,0 14,7 9,1 2,7
6 8,2 2,4 23 9,6 14,5 57 | 25
8 8,4 3,0 59 19,7 13,3 7,1 2,0
10 8,4 4,6 122 26,5 17,7 53 1,4
12 8,5 5,4 185 34,3 18,2 3.8 0,4
14 8,8 5,9 184 31,2 18,7 3,7 0,2
16 9,0 5,8 200 34,5 18,3 2,6 0,2
20 9,2 5,8 215 37,1 18,9 2,9 0,2
24 9,4 5,6 188 33,6 18,9 2,7 0,2
28 9,5 54 195 36,1 18,3 2,6 0,2
35 9,5 5,6 188 33,6 18,3 2,5 0,2
46 9,6 53 169 31,9 18,5 2,0 0,2

Tabela 4.52. Resultados obtidos na producdo de PGA em shaker realizado em

paralelo com o biorreator - uso dos mesmos meios (GA8 ¢ PA10) porém sem

alimentacao.
Tempo Cx Atividade A.Esp.
(h) (g/L) | enzimatica Ul/'g
(UI/L) células)
24 3,6 220 61,1

46 3.4 151 44,4
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Figura 4.27: Resultados experimentais do décimo ensaio realizado no
fermentador. (A) concentragdo celular e atividade enzimatica obtidas em analises
de laboratorio; (B) pH; (C) concentragdo de CO, nos gases de saida; (D)
concentracdo de O,, (E) concentragdo do oxigénio dissolvido e agitacdo, obtidos
pelo sistema de aquisi¢do de dados.
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O que podemos observar nos resultados obtidos ¢ um aumento na
concentragdo de celular de aproximadamente 2 g/L. quando comparado com o
ensaio 9. No entanto, esse aumento ndo implicou aumento também da enzima.
Este fato confirma que o soro de queijo possui fatores de crescimento, mas a
producdo da enzima deve estar sendo controlada por algum outro fator, como por
exemplo o oxigénio dissolvido. O estudo dessa varidvel necessita ainda de
maiores esclarecimentos.

O comportamento do consumo dos aminoacidos ¢ apresentado na Tabela

4.53 e ilustrado na Figura 4.28.

Tabela 4.53: Consumo dos aminoacidos em g/L ao longo do ensaio 10 (batelada

alimentada).

Oh | 2h | 4h | 6h | 8h | 10h | 12h | 16h | 24h | 28h | 35h | 46h

Asp0,4910,48[032| O 0 0 0 0 0 0 0 0

Thr | 0,41 10,41[0,39[0,27]0,31| 0 0 0 0 0 0 0

Ser 10,54 10,53 10,46 0,26 10,11 O 0 0 0 0 0 0

Glu |1,32]1,38]1,12/0,51| O 0 0 0 0 0 0 0

Pro | 1,17 1,16 1,191095|1,55]1,32 1,26 0,78 0,91 | 0,86 | 0,85]0,78

Gly |0,14]0,12]0,11 | 0,08 | 0,05]0,48 | 0,07| O 0 0 0 0

Ala [ 0,33]0,26]0,19]0,10| 0 0 0 0 0 0 0 0

Val | 0,68 ]0,67]0,69 0,40 | 0,76 | 0,5 10,35]0,15]0,14]0,13 0,09 | 0,07

Met | 0,7510,75 0,71 0,48 1 0,95,0,80| 0,8 10,44 0,54 |0,48 10,47 0,48

Ile 10,53]0,52({0,42]0,26]0,370,180,19]0,27 | 0,2 ]0,25]0,23 0,08

Leu 1,41 |1,43]1,15]0,81]1,16]/0,96]0,83 0,81 0,81 0,63]0,64]|0,45

Tyr| 0,2 |0,11/0,17]0,14 0,22 |0,25]0,20]0,12|0,13]0,23 0,24 | 0,14

Phe | 0,9 10,82]0,83]0,42|0,88]0,36/0,14| 0O 0 0 0 0

His | 0,21 0,21 10,19]0,13]0,10| O 0

0
Lys 0,780,841 0,65| 0,6 [0,69]044| O 0
Arg | 0,54 10,5310,47]0,27| O 0 0 0

Tp| - | | - | - | - | -] -] -1 -1-1-]-
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Figura 4.28. (A): Aminoacidos consumidos mais rapidamente; (B) Aminoacidos

consumidos mais lentamente

As diferencas verificadas no consumo dos aminoacidos para os ensaios 9 ¢
10 foram muito pequenas. Algumas diferencas podem até mesmo ser consideradas
erro experimental, ndo sendo significativas na analise do consumo. Verificou-se
assim que com alimentag¢do conjunta de soro de queijo conseguiu-se prorrogar a
fase exponencial do microrganismo. Contudo, alguma outra variavel dever estar
controlando a expressao da enzima.

Baseando-se no estudo de Fisher, 1999, sobre a regulacao por nitrogénio
da expressdo de enzima, ¢ possivel que somente para uma estreita faixa de
concentragdo de aminodcidos ocorra liberagdo da transcricdo da enzima. Isso
recomenda prosseguimento dos estudos em batelada alimentada, variando-se a
velocidade de alimentacdo de modo a se manter fixo diferentes valores dessa
concentragdo, o que permitiria encontrar esse valor 6timo. Outra possibilidade ¢
alimentar apenas AFA e soro, pois embora ja se tenha feito alimentacdo de AFA
nao houve a alimentagdo conjunta de soro. Assim, embora um grande nimero de
ensaios tenha sido feito, acreditamos que seja possivel melhorar ainda mais a
producdo de PGA manipulando-se as condi¢des operacionais. Ressaltamos
contudo que para o primeiro ensaio realizado em biorreator com indculo
padronizado obtivemos o méaximo de 56 UI/L e 8,6 Ul/g célula. Ao final desse
trabalho, apds uma série de ensaios variando-se diferentes condig¢des, alcangamos
atividade enzimatica de 220 UI/L e atividade especifica de 65 Ul/g de células

(ensaio 8). Esse ganho substancial foi atingido quando se utilizou o meio com 10
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g/LL de aminoacidos, 19,6 g/l de soro de queijo, 2,7 g/l de AFA ¢ 0,9 g/L de sais
e as condi¢des operacionais foram: auséncia de controle de pH, controle de
oxigénio dissolvido em 20% durante todo o cultivo, adicdo de AFA no inicio do

cultivo e alimentagdo de aminoacidos.
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4.3. Produciao de PGA de E. coli em camara rotativa

4.3.1. Verificacao da estabilidade de E. coli

Os ensaios de producdo de PGA utilizando a E. coli foram realizados no
Centro de Engenharia Biologica e Quimica do Instituto Superior Técnico de
Lisboa - Portugal. Este estudo faz parte do plano proposto para a realizagdo do
estagio efetuado de setembro de 2002 a janeiro de 2003 que tinha como titulo
“Produ¢do de penicilina acilase de Escherichia coli e processo integrado de
separagdo dos fragmentos celulares e recuperacdo de enzima por coluna de leito
expandido”. O nosso objetivo em relagdo a etapa de producdo era apenas a
obtencdo da enzima para estudar a purificacdo. Do ponto de vista deste projeto
(Producdo de PGA por B. megaterium) nosso maior interesse em conhecer as
condi¢des de cultivo de E. coli para produgdo da enzima era poder aplicé-las para
0 B. megaterium, uma vez que 0s mecanismos regulatérios deveriam ser
semelhantes para ambos 0s microrganismos.

Nos primeiros ensaios de producdo de PGA por E. coli se utilizaram
diferentes lotes de uma mesma linhagem de E. coli ATCC 9637, com o intuito de
verificar se algum desses lotes apresentaria uma melhor producao, uma vez que os
mesmos estavam estocados ha muito tempo no freezer e poderiam apresentar
queda na produtividade. Esses lotes consistiam de microrganismos que foram
cultivados em meios diferentes e entdo armazenados no proprio meio juntamente
com glicerol (0,5 mL de meio + 0,5 mL de glicerol). Os lotes foram denominados
de YEI, o qual foi cultivado em 20 g/L de extrato de levedura e 1 g/L de 4cido
fenil acético, YE2 no mesmo meio porém em época diferente, GLU foi cultivado
em 20 g/L de extrato de levedura, 3 g/ de acido fenil acético e 3 g/L de
glutamato e o ultimo foi AFA com 10 g/L de extrato de levedura e 3 g/LL de acido
fenil acético.

Os resultados obtidos sdo apresentados nas Tabelas 4.54 (meio de
crescimento) e 4.55 (meio de produgdo). A partir desses ensaios de producdo de
PGA por E. coli a concentragdo celular nao foi mais determinada pela pesagem da

massa seca mas sim através da densidade otica, portanto, nas Tabelas mostradas a
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seguir serdo apresentados os valores de densidade oOtica. Os meios e as condigdes

utilizadas sdo descritas nos itens 3.1.2 € 3.2.8.

Tabela 4.54. Resultados obtidos no meio de crescimento de diferentes lotes de E.

coli (tempo de cultivo= 5 a 7 horas)

Lotes pH Concentracao celular
D.O (600nm) Massa seca
(g células secas/L meio)
MCYEI 6,2 3.3 1,0
MCYE2 5,8 3.4 1,0
MCGLU 5,8 3,5 1,1
MCAFA 5,7 3,7 1,1

Tabela 4.55. Resultados obtidos na produ¢do de PGA utilizando diferentes lotes
de E. coli (temperatura = 26°C, volume de meio = 100mL)

Lotes t PH | Atividade A.Esp. Concentragdo celular
(h) (UI/L) (Ul/g células)
D.O Massa seca
(600nm) (g células
secas/L meio)

18 | 7,8 - - 52 1,6

21 | 8,0 - - 5,9 1,8
MPYELl | 24 | 8,0 - - 7,0 2,1

25 | 8,0 125 56,8 7,2 2,2

40 | 8,1 149 46,6 10,8 3,2

22 18,0 - - 5,9 1,8
MPYE2 | 23 | 8,0 116 61,1 6,2 1,9

38 | 8,1 137 50,7 9,0 2,7

22 | 8,1 - - 5,8 1,7
MPGLU | 23 | 8,0 108 56,8 6,2 1,9

38 | 8,1 101 37,4 8,9 2,7

22 | 8,1 - - 6,2 1,9
MPAFA | 23 | 8,0 130 68,4 6,3 1,9

38 | 8,1 111 39,6 9,3 2,8
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Os valores encontrados de atividades enzimaticas para todos os lotes
testados apresentaram uma queda brusca quando comparados com os valores
obtidos com os mesmos microrganismos no periodo de 1995, que era em média de
800 UI/L para as mesmas condic¢des utilizadas (Fonseca, 1995). Esses resultados
mostraram que houve uma atenuagdo dos microrganismos € que seria necessario
um estudo mais aprofundado do que se pretendia para conseguir aumentar a
produgdo de PGA. Deste modo, passou-se a estudar diversas variaveis, sendo que

as primeiras foram a temperatura ¢ o volume de meio no erlenmeyer.

4.3.2. Efeito da temperatura e volume do meio no erlenmeyer na

producio de PGA de E. coli

Nas Tabelas 4.56 e 4.57 sdo apresentados os resultados dos ensaios de
cultivo utilizando os mesmos lotes de microrganismos, porém mudando a
temperatura 26°C para 24°C e o volume de meio de 100 mL para 80mL
(erlenmeyers de 250 mL). Nos ensaios anteriores (Tabela 4.55) ja se pretendia
realizar o cultivo dos microrganismos em 24°C, no entanto, por problemas
operacionais o processo foi feito a 26°C. Fonseca,1995, verificou um aumento
apreciavel de producdo de enzima quando pesquisou o efeito dessas duas
varidveis na produgdo de PGA. Como pode ser visto na Tabela 4.57 também
obtivemos melhoras na produ¢do de PGA, porém os niveis enzimdticas ainda

estdo abaixo do esperado.

Tabela 4.56. Resultados obtidos no meio de crescimento de diferentes lotes de E.

coli (tempo de cultivo = 5 horas)

Lotes pH Concentragao celular
D.O (600nm) Massa seca
(g células secas/L meio)
MCYE1 6.4 4,5 1,4
MCYE2 6.4 3.3 1,0
MCGLU 6.2 3,6 1,1
MCAFA 6.5 3,2 1,0
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Tabela 4.57. Resultados obtidos na producao de PGA utilizando diferentes lotes

de E. coli (temperatura = 24°C, volume de meio = 80mL)

Lotes t | pH | Atividade A. Esp. Concentragao celular
(h) (UI/L) (Ul/g células)
D.O Massa seca
(600nm) (g células
secas/L meio)
3 16,6 - - 0,7 0,2
19 | 8,0 - - 8,4 2,5
MPYEL | 21 [ 80| 1165 44.8 8,5 2,6
24 | 8,1 164,2 54,7 9,9 3,0
27 | 8,0 213.3 66,7 10,5 32
45 | 8,2 190,9 40,6 15,5 4.7
21 17,9 162,8 74,0 7,3 2,2
MPYE2 | 24 | 8,0 202,1 77,7 8,7 2,6
27 | 8,0 240,0 77,4 10,4 3,1
45 | 8,7 2273 59,8 12,6 3,8
21 | 8,0 144,5 68,8 7,0 2,1
MPGLU | 24 | 8,0 168,4 64,8 8,6 2,6
27 | 8,1 206,3 71,1 9,6 2,9
45 | 8,7 203,5 50,9 13,4 4,0
21 17,9 100,0 58,8 5,6 1,7
MPAFA | 24 | 8,0 138,9 63,1 7,3 2,2
27 | 8,0 165,6 69,0 8,1 2,4
45 | 8,4 186,6 45,5 13,6 4,1

4.3.3. Influéncia do meio de crescimento na etapa de producao de

PGA

A ndo obtengdo de niveis enzimaticos satisfatorios (conforme ja explicado
no item 4.3.1 o nivel esperado de atividade de PGA de E. coli era 800 UI/L) nos

levou a testar a influéncia das condigdes (pH e concentragdo celular) em que se
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encontrava o meio de crescimento no momento da sua inoculacdo no meio de
producdo. Esse estudo foi realizado pois, segundo Fonseca e alguns outros autores
(Kaufmann e Bauer, 1964 ; Robas et al.;) ocorre uma diminui¢do do pH no meio
de cultura numa fase inicial do crescimento de E. coli devido ao metabolismo de
glicose, glicerol e outros carboidratos presentes no meio de cultura. O consumo
destes substratos esta associado a producdo de acidos carboxilicos, em especial o
acido acético. Este fendmeno pode ser responsavel pela diminuicdo do
metabolismo das células e a sua inoculagdo no momento em que as células ainda
estdo metabolizando os carboidratos ird influenciar na producdo de PGA. Desta
forma, realizaram-se diversos ensaios com o lote YEI, onde o meio de producao
foi inoculado com o meio de crescimento em diferentes fases. A Tabela 4.58
mostra a evolugdo do pH e da concentragao celular do meio de crescimento ¢ a
Tabela 4.59 apresenta os resultados obtidos de producdo de PGA quando se
inoculou o meio apds 4, 5 e 9 horas de cultivo do microrganismo. Esses tempos de
cultivo selecionados compreendem as fases em que o microrganismo esta
metabolizando os carboidratos, devido ao abaixamento do pH (tempo de cultivo
de 4 e 5 horas) e também na fase ascendente do perfil do pH (9 h). Nos ensaios
descritos anteriormente (Tabela 4.55 ¢ 4.57) o meio de produgdo foi inoculado

com o meio de crescimento ainda na fase decrescente do pH (5/7 hs de cultivo).

Tabela 4.58. Resultados obtidos no meio de crescimento de E. coli em diferentes

tempos
Tempo de pH Concentragao celular
crescimento
D.O (600nm) Massa seca
(g células secas/L meio)
3 horas 6,9 2,1 0,6
4 horas 6,7 33 1,0
5 horas 6,3 4,2 1,3
6 horas 6,1 5,2 1,6
7 horas 5,8 6,4 1,9
8 horas 6,0 7,3 2,2
9 horas 6,1 7,6 2,3
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Tabela 4.59. Influéncia do tempo de cultivo de E. coli na producao de PGA

Variavel t pH A.E A. Esp. Concentragdo celular
(h) (UI/L) | (Ul/g células)
D.O Massa seca
(600nm) sec(zis(;?jlrllllisio)
Inoculacao 20 8,0 84,2 421 6,8 2,0
apoOs 4 horas | 24 8,0 | 115,1 50,0 7,8 2,3
de cultivo 27 8,1 | 120,7 44,7 8,9 2,7
42 8,2 | 195,1 54,2 12,0 3,6
Inoculagao 19 8,0 94,0 44,8 7,1 2,1
apos 5 horas | 23 8,1 | 119,3 47,7 8,3 2,5
de cultivo 26 8,1 | 1319 48,9 9,1 2,7
41 82 | 1852 50,1 12,3 3,7
Inoculagao 19 8,0 88,4 42,1 6.9 2,1
apos 9 horas | 22 81 | 1109 48,2 7,8 2,3
de cultivo 37 8,1 | 2049 58,5 11,7 3,5

Os resultados apresentados na Tabela 4.59 mostram que ndo houve
influéncia das condigdes em que se encontrava o microrganismo no momento da
sua inoculagdo. Os valores de concentragdo celular e atividade enzimdtica foram
semelhantes para todos os ensaios. Esses resultados divergem dos obtidos por
Fonseca, 1995, pois provavelmente o fato do microrganismo estar
metabolicamente menos ativo em relagdo a producdo de enzima faz com que as
mudangas aplicadas ndo afetem significativamente a produgdo da enzima.

Em face destes resultados, uma outra alternativa era testar as

concentragoes dos nutrientes utilizados.
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4.3.4. Efeito da concentracao de extrato de levedura e do acido

fenil acético na produc¢ao de PGA

Conforme ja explicado e verificado no item 4.3.3, no inicio do cultivo do
microrganismo ocorre uma diminuicdo do pH devido ao metabolismo dos
carboidratos contidos no meio. Dependendo da quantidade de carboidratos
fornecida a diminui¢do do pH pode ser tal que causa uma inibi¢ao total da sintese
da enzima e simultaneamente a esse efeito tem-se repressao catabdlica da sintese
da enzima causada pelos carboidratos (Fonseca, 1995). Portanto, quando
fornecemos quantidades diferentes de extrato de levedura no meio de cultivo,
estamos ndo s6 fornecendo concentragoes diferentes de nitrogénio mas também de
carboidratos (contido na fonte complexa do extrato de levedura), o que podera
ocasionar efeitos inibitorios da sintese de enzima e do crescimento do
microrganismo. Para testar tal efeito optou-se por realizar diversos ensaios onde
utilizaram-se 3 concentragdes diferentes de extrato de levedura e 3 de acido fenil
acético. O planejamento dos ensaios com suas respectivas concentragdes esta
apresentado abaixo, sendo que até o momento estavamos utilizando um meio com
10 g/L de extrato de levedura e 3 g/L. de AFA (ensaio 8).0 efeito da concentracao
do AFA também foi testado com objetivo de verificar se ndo estava ocorrendo
inibicdo pelo indutor, pois do mesmo modo que a producdo de PGA de B.
megaterium ¢ inibida por altas concentracdes de AFA, a sintese de PGA de E. coli
também sofre esse efeito (Fonseca,1995). Na Tabela 4.60 sdo apresentados os

resultados obtidos desses ensaios.

Planejamento dos ensaios:

F1 - 5g/L de YE e2 g/LL de AFA F4-7,5g/LL de YE e 2 g/LL de AFA
F2 - 5g/L de YE e 3 g/L de AFA F5-7,5g/L de YE e 3 g/L de AFA
F3-5g/LLde YE e 4 g/L de AFA F6-7,5g/L de YE e 4 g/L de AFA

F7-10g/L de YE e 2 g/L de AFA
F8 - 10g/L de YE e 3 g/L de AFA
F9 - 10g/L de YE e 4 g/L de AFA
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Tabela 4.60. Efeito da concentragao dos nutrientes do meio na produgdo de PGA

por E. coli
Ensaios t | pH | Atividade A. Esp. Concentracdo celular
(YE/AFA) | (h) (UI/L) (Ul/g células)
D.O Massa seca
(600nm) (g células
secas/ L meio)

14 | 7.8 87,0 51,2 5,8 1,7
F1 21 | 8,0 209,1 90,9 7,6 2,3
(572) 37 | 8,6 178,2 66,0 9,1 2,7
14 | 7,7 49,1 40,9 4,1 1,2
F2 21 179 153,0 85,0 6,1 1,8
(5/3) 37 179 216,1 69,7 10,5 3,1
14 |72 8,4 12,0 2,2 0,7
F3 21 | 7,8 81,4 74,0 3,8 1,1
(5/4) 37 | 8,0 152,9 54,6 9,3 2,8
14 179 61,7 34,3 6,1 1,8
F4 21 | 8,1 175,4 87,7 6,7 2,0
(7,5/2) 37 | 8,1 162,8 50,9 10,8 3,2
14 | 7,7 54,7 39,1 4,5 1,4
F5 21 | 8,1 138,9 73,1 6,3 1,9
(7,5/3) 37 | 8,1 176,8 57,0 10,3 3,1
14 |75 26,7 26,7 3,2 1,0
F6 21 | 8,0 138,9 77,2 6,0 1,8
(7,5/4) 37 | 8,1 1459 47,1 10,4 3,1
14 179 50,5 23,0 7,3 2,2
F7 21 | 8,1 138,9 60,4 7,6 23
(10/2) 37 | 8,2 112,3 32,1 11,6 3,5
14 | 7,8 60,3 33,5 6,0 1,8
F8 21 | 8,1 138,9 60,4 7,8 2,3
(10/3) 37 | 8,3 137,5 41,7 11,0 3.3
14 | 7,6 21,1 17,6 4,0 1,2
F9 21 | 8,0 115,1 60,6 6,4 1,9
(10/4) 37 | 82 123,5 37,4 10,9 3,3

Pelos resultados obtidos podemos concluir que para concentragdes maiores
de AFA (4 g/L) ocorre uma inibicdo do crescimento do microrganismo e da
producao de PGA. Esse efeito ¢ mais acentuado no inicio do processo e também
para concentracdes mais baixas de extrato de levedura (comparacdo do ensaio F1
com o F3). Com relacao as diferentes concentracdes de extrato de levedura,
observamos um crescimento mais rapido do microrganismo quando utilizamos

concentragdes mais elevadas, no entanto, esse crescimento nao resultou em
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maiores niveis de atividade (comparacdo dos ensaios F5 e F8). Como os
resultados obtidos ndo foram muito diferenciados entre os varios ensaios optou-se
por continuar a investigacdo de produ¢do de PGA utilizando-se as mesmas
concentragdes dos nutrientes (10 g/L de extrato de levedura e 3 g/ de AFA) de
modo a facilitar a comparagdo com os demais ensaios. Seguindo a mesma linha de
raciocinio, do contetildo de carboidratos contido no extrato de levedura, decidiu-se

realizar alguns ensaios utilizando-se diferentes extratos de levedura.

4.3.5. Influéncia de diferentes marcas de extrato de levedura na

producio de PGA

Fonseca, 1995, verificou que o extrato de levedura da marca Difco, de uso
corrente neste trabalho, apresentou melhor desempenho na produgdo de PGA
quando comparado com a marca Constantino. Apesar de estarmos utilizando uma
marca que anteriormente apresentou melhor desempenho resolvemos testar outras
com 0 objetivo de encontrar uma marca que melhorasse a produ¢do de PGA. O
que pode ter ocorrido também sdo variacdes de nutrientes para diferentes lotes de
uma mesma marca, portanto, para elucidar essa duvida utilizamos dois lotes
diferentes da marca Difco. Os extratos de levedura utilizados foram da marca
Sigma, Merck Farma e Quimica, Difco 1 (novo lote) e Difco 2 (antigo) e os

resultados sdo apresentados na Tabela 4.61.
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Tabela 4.61. Influéncia de diferentes marcas de extrato de levedura na producao

de PGA por E. coli

Variavel | t | pH | Atividade A. Esp. Concentragdo celular
(h) (UI/L) (Ul/g células)
D.O. Massa seca
(600nm) (g células
secas/L meio)

Sigma | 20 | 7,8 71,6 34,1 6,9 2,1
37 | 8,5 58,9 18,4 10,6 32
Merck | 20 | 8,1 138,9 69,5 6,8 2,0
37 | 8,1 178,2 46,9 12,6 3.8
Difcol | 20 | 8,0 112,3 48,8 7,5 2,3
37 | 8,1 154,4 42,9 12,1 3,6
Difco2 | 20 | 8,1 98,2 51,7 6,4 1,9
37 | 8,1 145,9 42,9 11,4 3.4

Exceto o cultivo realizado com o extrato de levedura da marca Sigma, que
apresentou uma queda na produ¢do de PGA, todos os outros ensaios apresentaram
resultados muito semalhantes entre si ¢ em consonancia com todos os ensaios de
produgdo de PGA por E.coli. Novamente, essas diferengas nao significativas fez
com que continudssemos o estudo de producdo de enzima com o extrato de

levedura da marca Difco (2), utilizado até¢ o momento.

4.3.6. Selecao de colonias produtoras de E. coli

A ultima variavel a ser estudada na produ¢ao de PGA de E.coli em camara
rotativa foi a busca por uma coldnia mais produtora. Para tal, foi feito o
plaqueamento de YE1 e selecionado as diferentes colonias encontradas.
Macroscopicamente observou-se dois tipos de colonias, denominadas de YEI
pequena e YE1 maior. A partir dessas diferentes colonias fez-se todo o processo
de produg¢do de PGA de E.coli separadamente. Os resultados encontrados sdo

apresentados na Tabela 4.62.
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Tabela 4.62. Resultados obtidos na producao de PGA utilizando duas coldnias

aparentemente diferentes (YE1 pequena e YE1 maior respectivamente)

Variavel | t | pH | Atividade A. Esp. Concentragdo celular
(h) (UI/L) (Ul/g células)
D.O Massa seca
(600nm) | (g células secas/

L meio)
YEI1 14 | 7,7 73,0 56,2 43 1,3
pequena | 20 | 7,9 124,9 62,5 6,5 2,0
39 | 8,1 189,5 52,6 12,1 3,6
YEI1 14 | 7,8 75,8 42,1 6,1 1,8
maior | 20 | 8,0 123,5 47,5 8,8 2,6
39 | 8,1 188,0 48,2 12,9 3,9

Conforme podemos observar nos resultados obtidos (Tabela 4.62), os
valores de atividades enzimaticas sdo praticamente iguais para as duas coldnias.
Quanto as concentragdes celulares, foi atingido valores levemente superiores no
ensaio em que se utilizou a colonia YE1 maior, mas que ndo estava associado a
aumento de producdo de enzima. Apds varias tentativas de aumento de produgao
de enzima, com nenhuma melhora significativa, decidiu-se realizar ensaios no
biorreator. Desta forma, seria possivel controlar o oxigénio dissolvido e o pH do

caldo de cultivo.

4.4. Producao de PGA de E.coli em Biorreator

Nesta etapa do trabalho, diferentemente da producdo de PGA de B.
megaterium em biorreator, foram acompanhadas somente as varidveis pH,
concentragdo celular e atividade enzimatica. Na etapa de producdo de PGA por B.
megaterium além de coletarmos amostras em espagos de tempo curtos também
tinhamos um sistema de aquisi¢cdo de dados acoplados ao biorreator (item 4.2). No
entanto, o objetivo principal desta etapa era obtermos a enzima no meio de cultivo
para aplicarmos no leito expandido e ndo estudarmos o metabolismo do

microrganismo.
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O primeiro ensaio no biorreator utilizou as condigdes citadas abaixo e
basearam-se no trabalho de Fonseca, 1995.
- aeracdo de 4 litros/min
- temperatura controlada em 30°C
- agitagdo de 200 rpm
- controle do pH na faixa de 6,5 a 8,5

- auséncia de controle de oxigénio

O meio utilizado foi 0 mesmo dos ensaios em camara rotativa, descritos no
item 3.2.8 e o volume total foi de 4 litros. Os resultados obtidos sdo apresentados

na Tabela abaixo (Tabela 4.63).

Tabela 4.63. Resultados obtidos na produgdao de PGA de E. coli realizado em
biorreator operado a uma agitacao de 200 rpm, auséncia de controle de oxigénio e

controle de pH na faixa de 6,5 a 8,5. Ensaio 1

Ensaio | t pH | Atividade A. Esp. Concentragao celular
(h) (UI/L) (Ul/ gcélulas)

D.O Massa seca
(600nm) (g células
secas/L. meio)

1 15 | 8.2 112,3 66,1 5,5 1,7
20 | 83 109,5 60,8 5,9 1,8
23 | 83 103,8 57,7 5,9 1,8

Como podemos observar na Tabela 4.63 os valores de atividade
enzimdtica ¢ de concentracdo celular estdo estagnados nos tempos em que foram
coletadas as amostras. O fato de verificarmos essa estagnac¢ao juntamente com o0s
baixos valores encontrados para essas varidveis nos levam a crer que houve um
crescimento muito rapido do microrganismo resultando na exaustdo do oxigénio
(ndo foi fixado o oxigénio). A falta de oxigénio pode ter ocasionado a morte das
células. Decidiu-se entdo, realizar outra fermentacdo com as mesmas condigoes
anteriores porém fixando um valor de oxigénio dissolvido em 5%. Esta
concentragdo de oxigénio no meio de cultura manteve-se por variacdes da

velocidade de agitagdo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.64.
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Fonseca, 1995, investigou uma faixa de 3 a 30% de concentragdo de
oxigénio na producdo de PGA por E. coli e conclui que quanto maior ¢ a
concentragdo de oxigénio menor sdo os valores das atividades e atividades
especificas celulares obtidos no final da fermentagdo. O pesquisador também
detectou um aumento no valor de D.O em cerca de 50 a 75% quando comparado
com os ensaios realizados na cdmara rotativa. Este fato comprovou a limitacao do
crescimento do microrganismo pelas baixas taxas de aera¢ao nos erlenmeyers.

Para altas concentragdes de oxigénio os valores altos de D.O (12 a 14)
foram atingidos rapidamente, no entanto os valores de atividades foram inferiores,
atingindo 1,05 UI/mL com 3% de oxigénio dissolvido e 0,66 Ul/mL com 30%.

E também de suas conclusdes que a concentragio de 3% esta de acordo
com outros valores encontrados na literatura, como por exemplo o valor de 2%
otimizado por Klein e Wagner, 1980. Fonseca, 1995, também considerou préoximo
dos 10 e 13% obtidos por Gebauer et al, 1987, e Kleiner et al, 1972, tendo em
conta que a concentracdo do oxigénio no meio de fermentacdo ¢ uma grandeza
relativa e por isso dependente, entre outros parametros, da pressdo em cupula no
fermentador, dos métodos de calibragao e também da propria composicao do meio

de cultura.

Tabela 4.64. Resultados obtidos na producdo de PGA de E. coli realizado em
biorreator operado a 5% de oxigénio dissolvido e controle de pH na faixa de 6,5 a

8,5. Ensaio 2

Ensaio t pH | Atividade A. Esp. Concentracao celular
(h) (UI/L) (Ul/g células)
D.O Massa seca
(600nm) (g células
secas/L meio)

2 14 8,1 96,8 80,7 4,0 1,2
19 8,3 122,1 71,8 5,8 1,7
23 8,3 122,1 58,1 6,9 2,1
38 8,4 245,6 68,2 11,9 3,6

Nesta fermentacdo conseguiu-se obter uma melhora na producdo de PGA

quando comparada com a primeira fermentacdo no biorreator (Tabela 4.63).
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Ainda, os valores de atividades foram ligeiramente superiores aos obtidos nas
fermentagdes realizadas em shaker (item 4.3).

Embora ndo tenhamos atingido valores satisfatorios de enzima, a partir
dessa fermentagao iniciou-se a realizar as etapas propostas referentes a purificagdo
(resultados apresentados no item 4.6). As demais fermentagdes (ensaios 3-5)
realizadas em biorreator ndo tinham como objetivo fazer nenhuma modificagdo
nas condi¢des utilizadas, mas sim obter volume suficiente de meio de cultivo.
Porém, convém salientar que o ensaio 3 (Tabela 4.65) apresentou melhoras
significativas na producao de PGA, mesmo utilizando as mesmas condigdes. Uma
possivel explicagdo para obtencdo desses resultados ¢ a reativacdo do
microrganismo devido aos repiques sucessivos que o mesmo vinha sofrendo.
Quando se iniciou o processo de produ¢do de PGA por E. Coli, 0 microrganismo
estava armazenado no ultrafreezer por um periodo de tempo bastante prolongado.
Ao longo deste trabalho, sempre que se iniciou uma fermentagao, foi realizado um
novo repique em meio sélido contendo AFA (item 3.2.8.1). Até chegarmos nesta
etapa (3° ensaio) o microrganismo sofreu diversos repiques. O fato do meio sélido
para repiques conter acido fenil acético na sua composi¢ao favorece ndo so6 a
propagacdo de microrganismos que estdo aptos ao consumo do AFA como

também uma pré-adaptacdo aos componentes do meio de cultivo.

Tabela 4.65. Resultados obtidos na produ¢do de PGA de E. coli realizado em
biorreator operado a 5% de oxigénio dissolvido e controle de pH na faixa de 6,5 a

8,5. Ensaio 3

Ensaio | t | pH | Atividade A. Esp. Concentracdo celular
(h) (UI/L) (Ul/g células)

D.O Massa seca
(600nm) (g células
secas/L. meio)

3 15179 164,2 78,2 6,9 2,1
21 | 8,2 430,8 105,1 13,5 4,1
38 | 8,5 446,3 139,5 10,5 3,2

Para os ensaios 4 ¢ 5 ndo foi possivel controlar o oxigénio dissolvido pois

o eletrodo apresentou problemas. Desta forma, resolveu-se fixar a agitacdo em
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400 rpm e manter as demais varidveis iguais. Os resultados desses ensaios sdo

apresentados na Tabela 4.66.

Tabela 4.66. Resultados obtidos na produ¢do de PGA de E. coli realizado em
biorreator operado a uma agitagao de 400 rpm, auséncia de controle de oxigénio e

controle de pH na faixa de 6,5 a 8,5. Ensaios 4 ¢ 5

Ensaios t pH | Atividade A. Esp. Concentragdo celular

(h) (UI/L) (Ul/g células)
D.O Massa seca
(600nm) (g células
secas/L meio)

4 20 | 84 381,7 109,1 11,5 3,5

37 | 8,4 286,3 98,7 9,5 2,9

5 16 | 8,0 416,8 134,5 10,3 3,1

20 | 8,1 416,8 109,7 12,7 3,8

Nesses ensaios podemos observar que os valores de atividades foram
semelhantes ao do ensaio 3 (Tabela 4.65). Porém, cabe observar que o fato de
submeter o meio de cultivo, muito tempo ( ensaio 5 - 37 horas), a uma agitagdo de
400 rpm provocou uma queda na atividade enzimatica, o que pode ser explicado
pela maior tensdo de cisalhamento. Uma outra possivel explicacdo pode ser a
caréncia de elementos essenciais a multiplicacio e manutencdo celular,
ultrapassada somente a custa do consumo das enzimas e também da propria
autdlise dos microrganismos. Esse fato também explica, para tempos longos de
fementagdo, a quebra dos valores de concentracdo celular em diversos ensaios.

Esta constatagdo também foi observada no cultivo de B. megaterium.

4.5. Produciao de PGA de B. megaterium em camara rotativa

utilizando as condicoes de cultivo de E. coli.

Conforme ja explicado no item 4.3.1 o nosso maior interesse em conhecer

as condicdes de cultivo de E. coli para produgdo da enzima era poder aplica-las
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para o B. megaterium, uma vez que os mecanismos regulatorios poderiam ser
semelhantes para ambos os microrganismos. Desta forma, apds o retorno do
estagio realizado em Lisboa —Portugal, as condi¢des utilizadas no cultivo de E.
coli foram aplicadas aqui no nosso laboratorio para o B. megaterium (ensaio 1).
Convém salientar que nao sé os nutrientes foram os mesmos, mas também as
condi¢des operacionais, tais como pH, temperatura, agitacdo e volume de meio
nos erlenmeyers (conforme item 3.2.8). Paralelamente a esse ensaio testou-se o
efeito da concentracdo do extrato de levedura (ensaio 2). Os resultados destes
ensaios sdo apresentados na Tabela 4.67 (meio de germinagdo) ¢ 4.68 (meio de

producdo).

Tabela 4.67. Resultados obtidos no meio de crescimento de B. megaterium

utilizando todas as condicdes de cultivo de E. coli

Meio Tempo | pH Concentracao celular
D.O (600nm) Massa seca
(g células secas/L. meio)
MC 1-2 4h 7,4 0,5 0,2
40 g/L Y.E.
1 g/ de AFA %h 7,6 2,1 0,6
12h 7,6 4,6 1,4

Tabela 4.68. Resultados obtidos na producdo de PGA por B. megaterium

utilizando todas as condic¢des de cultivo de E. coli

Ensaio Tempo | pH Concentragdo celular A.E.
(h) (UI/L)
D.O Massa seca
(600nm) (g células secas/L
meio)
1
10 g/L Y.E.
3 o/l de AFA 21 8,0 6,7 2,0 0
2
7,5 g/L Y.E.
3 /L de AFA 21 8,0 6,3 1,9 0
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Como pode ser visto nas Tabelas 4.67 e 4.68 os resultados obtidos no
cultivo de B. megaterium sdo muito diferentes dos obtidos por E. coli (item 4.3), o
que indica que os microrganismos possuem metabolismos diferenciados. No meio
de crescimento nao se observa declinio do pH e a concentracdo celular é muito
baixa (comparagcdo com os resultados da Tabela 4.58). No meio de produgdo a
concentragdo celular atinge valores semelhantes ao de E. coli (exemplo Tabela
4.59) porém ndo ocorre sintese de enzima. Esses resultados nos motivaram a
realizar outros ensaios com a mesma composi¢do de meio de E. coli porém com
as condi¢des operacionais padrdes utilizadas no nosso laboratorio que eram pH
inicial em torno de 8,0, temperatura de 30°C (item 3.2.1) e agitacdo de 300 rpm.
Paralelamente a este ensaio testou-se a concentragdo de extrato de levedura
(ensaio 4), a adicdo de sais e sais com soro de queijo (ensaios 5 e 6
respectivamente). Resolveu-se adicionar sais e soro devido a grande importancia
desses nutrientes na produgdo de PGA por B. megaterium. Os resultados obtidos
no meio de crescimento sdo apresentados na Tabela 4.69 e no meio de producao

na Tabela 4.70.

Tabela 4.69. Resultados obtidos no meio de crescimento de B. megaterium
utilizando composicdo do meio de E. coli e as condi¢des operacionais do B.

megaterium ( pH inicial = 8,2 ; temperatura de 30°C, agitacdo = 300 rpm)

Meio Tempo pH Concentragao celular
(h)
D.O (600nm) Massa seca
(g células secas/L meio)
Oh 8,2 - -
MC 3-6

0gLYE | P 8.2 0,5 0,2

1 g/l de AFA 6h 8,1 0,9 0,3
%h 8,0 3,3 1,0

25h 8,3 19,8 5,9
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Tabela 4.70. Resultados obtidos na producdo de PGA por B. megaterium
utilizando composicdo do meio de E. coli e as condi¢des operacionais do B.
megaterium ( pH inicial de aproximadamente 8,0 ; temperatura = 30°C ;

agitacdo = 300 rpm)

Ensaio Tempo pH Concentragdo celular A.E.
(h) (UI/L)
D.O Massa seca
(600nm) | (g células secas/L
meio)
10 g/iYE 0 7,9 2,1 0,6 -
3 g/L de AFA
24 8,7 7,6 2,3 13
4
7,5 ¢/L Y.E. 0 80 1 23 0.7 -
3 g/L de AFA
24 8,6 7,6 2,3 0
5
3 g/L de AFA
0.4 /L sais 24 85 | 136 4,1 28
6
10 g/L Y.E. 0 7,8 - - -
3 g/L de AFA
0,4 g/L sais
19,6 g/L soro 24 8,5 15,2 4,6 76

O fato de aplicarmos as condigdes operacionais otimizadas no cultivo do
B. megaterium ndo ocasionou melhoras na producdo de PGA e no crescimento do
microrganismo (comparacao dos ensaios 3 e 4 com os ensaios 1 e 2). Quanto aos
ensaios 5 e 6, com adicdo de sais e sais/soro, podemos observar um aumento de 2
vezes na concentracdo celular, atingindo valores maiores que no cultivo de E. coli
(em média de 3,8 g/L), no entanto, ndo obtivemos melhoras satisfatorias de
atividades enzimaticas.

Apos a obtencdo desses resultados, ficou claro, portanto, que esse meio de
cultivo de E. coli ndo ¢ adequado para o B. megaterium produzir a PGA. Assim,
resolveu-se voltar a utilizar o nosso meio otimizado (aminodacidos, soro de queijo,

AFA e sais) e aplicar os demais conhecimentos adquiridos no Centro de
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Engenharia Biologica e Quimica de Lisboa — Portugal, com o objetivo, sempre,
de aumentar a producdo de PGA por B. megaterium . A primeira tentativa foi
investigar o tempo de inoculagdo do microrganismo no meio de producdo. No
inicio deste trabalho (item 4.1.2) ja tinhamos investigado essa variavel, com o
intuito de otimizar o tempo total de cultivo, o qual conseguimos diminuir de 72
para 24 horas. Na ¢época em que esse estudo foi realizado ndo tinhamos o
conhecimento da possivel influéncia negativa de inocularmos o microrganismo
enquanto o mesmo ainda se encontrava metabolizando os carboidratos contidos no
meio, indicado pela diminui¢do do pH do meio. Desta forma, acompanhamos o
pH do meio de germinacdo e inoculamos o meio de producdo com o meio em
diferentes estdgios. Os resultados obtidos no meio de crescimento sao
apresentados na Tabela 4.71 e na Tabela 4.72 tem-se os resultados referentes a

producao de PGA.

Tabela 4.71. Resultados obtidos no meio de crescimento de B. megaterium

utilizando o meio de cultivo otimizado do B. megaterium (GAS)

Tempo pH Concentragao celular
D.O Massa seca
(600nm) (g células secas/L

meio)
Oh 8,5 1,2 0,4
3h 8,3 1,2 0,4
6h 7,9 1,9 0,7
8h 7,8 3,3 1,3
11 7,8 4,3 1,6
24 7,8 9,4 3,6
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Tabela 4.72. Resultados obtidos na produgdao de PGA de B. megaterium para os
diferentes tempos de inoculacdo utilizando meio de cultivo otimizado do B.

megaterium (PAS).

Tempo de Tempo de Produgdo
germinagao 23h 43h
PGA Cx pH PGA Cx pH
(U/L) | (g/L) (UI/L) (g/L)
6 h de crescimento 170 3,9 8,3 168 4,3 8,8
11 h de crescimento 260 3,9 8,3 259 4.4 8,6
24 h de crescimento 254 3,9 8,4 221 3,7 9,1
(49h) (49h)

Pode-se observar na Tabela 4.72 que apenas o tempo de germinacao de 6
horas resultou em atividades enzimdticas menores, para os dois tempos de
produgdo testados. Para o tempo de germinacao de 24 horas e tempo de produgao
49h obtivemos uma diminuic¢do dos valores de atividade e de concentragdo celular
devido ao maior tempo de producdo (os demais ensaios foram analisados em 43
horas). Conforme ja explicado no item 4.4 esse fendmeno ¢ comum de acontecer
em tempos mais longos de cultivo.

Fica claro, portanto, que a partir de 11 horas de germinacao ja ¢ possivel
fazer a inoculagdo do microrganismo no meio de producdo. Nota-se na Tabela
4.71 que neste tempo de germina¢do o pH do caldo estd constante, ndo ocorrendo
mais diminui¢do do mesmo.

Paralelamente a esses ensaios tentou-se reativar o microrganismo da
mesma maneira obtida em Lisboa, ou seja, realizando repiques sucessivos em
meio solido com 4cido fenil acético. Para realizar tal estudo foi feito um repique
em meio comum (item 3.2.1.1) e entdo cultivado o microrganismo e analisado a
produgdo de PGA (ensaio 7). Seqiiencialmente, o microrganismo foi repicado
cinco vezes no mesmo meio sélido, porém substituindo a glicose por acido fenil
acético. Apos cada repique o microrganismo foi cultivado e fez-se a analise de
producdo de PGA (ensaios 8-12). Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.73
A partir desses ensaios (ensaios 7-12) também foi adicionado AFA no meio de

crescimento (1g/L) com o intuito de diminuir a fase lag do microrganismo.
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Tabela 4.73. Resultados obtidos na produgdo de PGA apos sucessivos repiques de

B. megaterium

Ensaio Variavel pH | A.E. A. Esp Concentragdo celular
(U/L) | (Ul/gcélula)
D.O Massa seca
(600nm) | (g células
secas/L meio)
7 1 ' repique 85| 281 65,3 144 43
meio comum
8 2° repique 8,6 | 345 62,7
meio com AFA 18,2 3
9 3° repique 8,6 | 262 57,0
meio com AFA 15,5 4,6
10 4° repique 8,4 | 347 72,3 16 438
meio com AFA ’
11 5° repique 82 | 263 48,7
meio com AFA 17,9 >4
12 6° repique 8,4 | 276 55,2
meio com AFA 16,6 >0

Os resultados obtidos (Tabela 4.73) nos mostram que o fato de repicar
diversas vezes o B. megaterium no meio contendo AFA ndo influenciou na
produg¢do de PGA ( comparagdo do ensaio 7 com os demais). As diferencas
ocorridas nos ensaios 8 ¢ 10 sdo provavelmente decorrentes das oscilagdes que
ocorrem normalmente nos cultivos com aminoéacidos, uma vez que para os demais
ensaios ( 9, 11 e 12) ndo houve alteragdo nas atividades enzimaticas.

O comportamento do B. megaterium frente a essa situacao foi diferente do
de E. coli (item 4.4). O fato da E. coli estar armazenada em ultrafreezer por um
periodo de tempo muito longo resultou em uma atenuagcdo do microrganismo,
onde os repiques sucessivos auxiliaram na reativagdo de E. coli. Quanto ao B.
megaterium, o fato do mesmo estar sendo repicado mensalmente,
(metabolicamente ativo) fez com que ndo resultasse em melhoras na producao de

PGA.
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4.6 Extracao e Purificacio de PGA de E. coli ATCC 9637

4.6.1. Extracao da penicilina G acilase

A E. coli ATCC 9637 utilizada neste trabalho produz e acumula a enzima
no espago periplasmico, sendo necessario realizar a ruptura do microrganismo
para extrair a enzima. O método utilizado para tal foi a sonicacao e as condigdes
utilizadas foram baseadas no trabalho de Fonseca,1995, que eram 200 W de
poténcia do gerador, tempo de sonicacdo de aproximadamente 12 minutos e
concentragdo celular em torno de 30 g de células seca/L. A Figura 4.29
apresenta a evolucao da atividade enzimatica no interior do microrganismo € no
sobrenadante e também a concentracdo de proteina liberada durante o processo.
Conforme podemos verificar na Figura 4.29 ndo houve perda de enzimas durante
a ruptura celular. No final de 12 minutos de sonicacdo a concentracdo de enzimas
no interior de E. coli era pequena ( 240 UI/L) tendo sido a maior parte liberada
para o sobrenadante (1100 UI/L). Em virtude desses resultados positivos passou-
se a utilizar sempre este método para a obten¢do da enzima intracelular.

Apos a obtengdo do homogenato (material resultante da sonicagdo) sempre
realizava-se a centrifugagdo do mesmo para remocao dos fragmentos celulares,
exceto quando se desejava estudar a influéncia desses fragmentos na adsor¢do. O
homogenato apo6s a centrifugacdo foi denominado de extrato enziméatico ou

clarificado.
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Figura 4.29. Evolugdo da atividade (®) e de proteinas (A) no sobrenadante ¢ a

atividade de células no sedimento (®) durante a sonicacao de suspensdo celular

4.6.2. Purificacao de PGA de E. coli

4.6.2.1. Adsorcao em leito expandido

Conforme ja mencionado no item 4.3 o principal objetivo do estdgio
realizado no Instituto Superior Técnico de Portugal — Lisboa foi o aprendizado de
uma nova técnica de purificagdo. A técnica aplicada foi a adsor¢cdo em leito
expandido, no qual o professor supervisor Dr° Luis Fonseca possui grande
experiéncia.

Para a realizacdo da adsorcdo em leito expandido (ALE) primeiramente ¢é
necessario encontrar as condigdes Otimas de adsor¢do e desor¢do da enzima na

resina e a influéncia da massa celular e/ou dos fragmentos celulares na capacidade
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de ligagdo para so entdo aplicar a solu¢dao na coluna. Essas etapas requeridas sao

apresentadas nos itens abaixo.

4.6.2.1.1. Influéncia do pH do extrato enzimatico na adsorcio de

PGA

Essa etapa do trabalho tinha como objetivo encontrar o melhor pH de

adsorc¢ao - desorcao da enzima PGA no adsorvente catidonico Streamline®SP XL.
A avaliacdo do efeito dessa variavel foi através dos resultados de capacidade de
adsorcdo de atividade e de proteina, do rendimento de operacao e também do fator
de purificacdo obtido (Tabela 4.75)
O ajuste do pH do extrato enzimatico foi feito com HCI para os seguintes valores:
4,5;4,8;5,0;5,5¢e 5,8 ¢ a escolha foi baseada no pH isoelétrico da PGA. Sabe-
se que o pH isoelétrico da PGA ¢ 6,9 e, portanto, quando a enzima se encontra em
um pH abaixo de 6,9 apresenta-se carregada positivamente. O fato do suporte ser
de troca catidnica, ou seja, requer ions positivos, fard com que a enzima apresente
condigdes de ser adsorvida. Além do extrato enzimatico ser ajustado no pH
desejado também estabiliza-se o gel com tampao citrato 20mM no mesmo pH em
estudo.

A Tabela 4.74 mostra os resultados obtidos no processo descontinuo de
adsorcao-desorcao para os diferentes pH’s e a Tabela 4.75 mostra o efeito dessa

variavel nos pardmetros quantificados.
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Tabela 4.74. Resultados obtidos no processo descontinuo de adsor¢ao-desor¢ao da
PGA de E. coli na resina Streamline-SP nos diferentes pH’s estudados.
Clarificado = solugdo enzimatica no tempo zero; extrato = solucdo enzimatica

apos passar pelo gel; lavagem = tampao utilizado para lavar o gel; eluido =

Amostras (pH) Atividade Proteinas A. Esp.
(UI/'L) (g/L) (Ul/g proteinas)
Clarificado (sem ajuste de pH) 1289,7 9,2 140.2
Clarificado (4.5) 170,4 1,9 89.7
Extrato (4.5) 5,6 0,2 28.0
Lavagem (4.5) 0 0 0
Eluido 1 (4.5) 168,6 0,3 562.0
Eluido 2 (4.5) 40,8 0,2 204.0
Clarificado (4.8) 540,9 3,7 146.2
Extrato (4.8) 3,7 1,5 2.5
Lavagem (4.8) 0 0,2 0.0
Eluido 1 (4.8) 611,3 1,3 470.2
Eluido 2 (4.8) 135,2 0,3 450.7
Clarificado (5.0) 711,3 4,5 158.1
Extrato (5.0) 27,8 2,6 10.7
Lavagem (5.0) 25,9 0,3 86.3
Eluido 1 (5.0) 596,5 1,1 542.3
Eluido 2 (5.0) 150,0 0,3 500.0
Clarificado (5.4) 1000,4 7,5 133.4
Extrato (5.4) 1000,3 7,2 138.9
Lavagem (5.4) 29,6 0,2 148.0
Eluido 1 (5.4) 0 0 0
Eluido 2 (5.4) 0 0 0
Clarificado (5.8) 12522 9,1 137.6
Extrato (5.8) 1126,3 8,0 140.8
Lavagem (5.8) 0 0 0
Eluido 1 (5.8) 0 0 0
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Tabela 4.75. Efeito do pH nos pardmetros de adsor¢ao quantificados

pH Cap. Cap. R. R. R. F.P1 | F.pP2
Adsor¢ao Adsorcao | elui¢do | adsor¢do | operagdo
(U/mL gel) | (mg prot./mL (%) (%) (%)
gel)
4,5 0,8 8,5 76 97 74 6,3 | 2,3
4,8 2,7 7,8 83 99 83 32 | 3,1
5,0 3,0 4,7 75 84 63 34 | 3,2
5,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0
5,8 0,6 5,5 0,0 10 0,0 0,0 | 0,0

R = rendimento
F.P1= fator de purificagdo 1 (relacionado ao eluido 1)
F.P2 = fator de purificagdo 2 (relacionado ao eluido 2)

Como pode ser observado na Tabela 4.74, quando se ajustou o pH do
clarificado houve uma perda muito grande de enzima, principalmente para os
pH’s 4,5 ; 48 e 5,0. Nao obstante, a perda de enzima ocorreu de maneira
desproporcional, o que implica concentracdes iniciais diferentes, impossibilitando
verificar o efeito isolado do pH na adsor¢do da enzima.

Esses resultados nos mostraram como a enzima ¢ sensivel para esses
baixos pH’s e que se torna necessario ndo s6 um maior cuidado no ajuste de pH
como também um estudo da estabilidade da PGA em pH 4acido. Desta forma,
ajustou-se o pH do clarificado para 4,8, pois neste pH foi verificado melhores
resultados na etapa de adsorcdo-desor¢do, e analisou-se a atividade enzimatica
durante 7 horas. Nesse intervalo de tempo ndo houve desativacdo da enzima, no
entanto, ainda ocorre perdas de enzima no momento do ajuste. Essa perda nao foi
tdo acentuada como apresentado na Tabela 4.74 e portanto realizou-se novamente
o estudo do pH na adsor¢do de PGA. Os resultados obtidos nesse segundo
processo sao apresentados na Tabela 4.76 e os parametros quantificados na Tabela

4.717.
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Tabela 4.76. Resultados obtidos no segundo processo descontinuo de adsorgao-
desor¢do da PGA de E.coli na resina Streamline-SP nos diferentes pH’s estudados
Clarificado = solugdo enzimatica no tempo zero; extrato = solucdo enzimatica
apos passar pelo gel; lavagem = tampao utilizado para lavar o gel; eluido =

tampao com NaCl utilizado para eluir a enzima.

Amostras Atividade | Proteinas A. Esp.
(UI/L) (g/l) (Ul/g proteinas)
Clarificado 14247 9,7 146.,9
(sem ajuste de pH)
Clarificado 4.5 771,3 2,8 275.,5
Extrato 4.5 0 0,7 0
Lavagem 4.5 0 0 0
Eluido 1 4.5 973,3 0,8 1216,6
Eluido 2 4.5 136,4 0,2 682.,0
Clarificado 4.8 1007,0 4,7 2143
Extrato 4.8 528.8 3,5 151,1
Lavagem 4.8 0 0,1 0
Eluido 1 4.8 660,1 0,8 825,1
Eluido 2 4.8 84,2 0,1 842,0
Clarificado 5.0 1273,1 7,2 176,8
Extrato 5.0 976,7 6.4 152,6
Lavagem 5.0 16,7 0,2 83,5
Eluido 1 5.0 2122 0,6 353,7
Eluido 2 5.0 23,6 0,0 0
Clarificado 5.5 1367,4 9,7 141,0
Extrato 5.5 1313,5 9,3 141,2
Lavagem 5.5 0 0,3 0
Eluido 1 5.5 0 0,1 0
Eluido 2 5.5 0 0 0
Clarificado 5.8 1441,5 10,1 142,7
Extrato 5.8 1370,8 9,8 139,9
Lavagem 5.8 0 0,2 0
Eluido 1 5.8 0 0 0
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Tabela 4.77. Efeito do pH nos parametros quantificados para o segundo processo

de adsor¢ao-desorcao

pH Cap. Cap. R. R R F.P1 | F.P2
Adsor¢ao | Adsor¢do | Eluigdo | Adsor¢do | Operagdo
(UU/mL | (mg prot./mL (%) (%)
gel) gel)
4,5 7,7 21 86,3 100 86,3 44 | 2,5
4,8 4,8 10,4 93,4 47,5 443 39 | 3.9
5,0 2,7 4,8 52,5 21,2 11,1 2,0 | 0,0
5,5 0,5 0,0 0,0 3,9 0,0 0,0 | 0,0
5,8 0,7 0,0 0,0 4,9 0,0 0,0 | 0,0

R = rendimento
F.P1= fator de purificacdo 1 (relacionado ao eluido 1)
F.P2 = fator de purificagdo 2 (relacionado ao eluido 2)

Quando comparado os valores obtidos na Tabela 4.74 com os da Tabela
4.76 pode-se observar que a desnaturagdo da enzima foi menos acentuada para o
segundo processo. Contudo, os clarificados ainda partiram de concentragdes de
enzima diferentes. Hé que se salientar aqui que para os clarificados ajustados para
pH’s a partir de 5 praticamente ndo houve adsor¢do de enzima e sdo justamente
esses clarificados que apresentam concentragdes de enzima maiores. Dessa forma
¢ possivel descartar o uso desses pH’s e comparar a eficiéncia do processo para a
enzima no pH 4,5 e 4,8.

Os parametros calculados no processo de adsor¢do-desorcdo para esses
dois pH’s (Tabela 4.77) mostram que o pH 4,5 apresentou capacidade de adsorcao
e rendimentos mais elevados, no entanto, quando se ajusta o pH do clarificado
para 4,5 ocorre uma maior perda de enzima (Tabela 4.76). Desta forma, decidiu-se
adotar como melhor pH de adsor¢do o valor de 4,8 e os topicos apresentados a
seguir, relacionados com adsor¢do em leito expandido, utilizaram extratos

enzimaticos ajustados em pH 4,8.

4.6.2.1.2. Isotermas de Adsorc¢io

Apos ter definido o melhor pH (4,8) de adsor¢cdo de enzima no suporte

Streamline®SP  foi determinada a isoterma de adsorcio para PGA. As
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concentragdes utilizadas foram obtidas diluindo-se um extrato enzimatico em

diferentes graus de dilui¢des com tampao de adsorcdo (tampao citrato 20 mM pH

=4,8). A Tabela 4.78 apresenta essas diferentes concentragdes € 0 comportamento

da enzima ao longo do tempo ¢ a Figura 4.30 mostra a variacdo da capacidade de

adsor¢do da enzima em func¢do da concentragdo de enzima (atividade) de

equilibrio.

Tabela 4.78. Resultados obtidos na determinagao da isoterma de adsor¢ao de PGA

de E. coli (Temperatura ambiente, pH = 4,8)

Amostras | tempo | Atividade | Proteinas | Ads. | Ads. q Q
(min) (UI/L) (g/L) (UI) | (mg) | (U/mL | (mg/mL
gel) gel)
1 0 892,5 3,3 4,8 13,7 9,6 27,4
20 507,7 2.8
120 507,7 2.4
150 510,3 2,2
2 0 656,8 2,2 4,5 12,2 8,9 244
20 287,9 1,6
120 281,2 1,2
150 281,2 1,3
3 0 572,5 1,6 4,1 6,3 8,2 12,6
20 182,7 1,2
120 187,7 1,0
150 187,7 1,0
4 0 2543 0,7 1,8 59 3,6 11,8
20 102,7 0,4
120 101,0 0,2
150 98,5 0,2
5 0 156,6 0,4 0,81 | 2,0 1,6 4,0
20 80,8 0,3
120 75,8 0,2
150 75,8 0,2
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Figura 4.30. Isoterma de adsor¢ao de PGA de E. coli (T. ambiente, pH = 4,8)

A isoterma de adsor¢do de PGA foi determinada utilizando o extrato
enzimatico. Ap6s o ajuste do pH para 4,8, o extrato enzimatico foi centrifugado
novamente para descartar as proteinas que precipitaram no ajuste de pH. Portanto,
a isoterma apresentada na Figura 4.30 representa uma condic¢ao ideal. Contudo, o
objetivo de realizar a adsor¢do em leito expandido ¢ justamente fornecer um caldo
de fermentacgdo bruto, contendo as células ou os fragmentos celulares. No caso da
PGA de E. coli, que ¢ uma enzima intracelular, ¢ necessario, inicialmente, realizar
a ruptura do microrganismo, o qual resultara em fragmentos celulares. Dessa
forma, determinaram-se novamente as isotermas de adsor¢do na presenca desses

fragmentos. As condigdes testadas foram:

Isoterma 1: Homogenato + precipitado do ajuste do pH (Tabela 4.79)
Isoterma 2: Extrato enzimatico + precipitado do ajuste do pH (Tabela 4.80 —
centrifugado 1 vez)

Isoterma 3: Extrato enzimatico (Tabela 4.81 - centrifugado 2 vezes)
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Tabela 4.79. Resultados obtidos na determinagao da isoterma de adsor¢ao de PGA

de E. coli (homogenato + precipitado do ajuste do pH)

Amostras | Tempo | Atividade | Proteinas | Ads. | Ads. q Q
(min) (UI/L) (g/L) UDh | mg) (U/mL | (mg/mL
gel) gel)
1.1 0 1374.1 8.0 0.6 4 1.2 8
20 1374.1 7.1
120 1367.4 7.6
150 1313.5 7.6
1.2 0 936.3 5.7 0.8 9 1.6 18
20 789.8 5.2
120 841.9 4.8
150 858.8 4.8
1.3 0 687.1 4.4 1.1 6 2.2 12
20 471.5 4.2
120 559.9 3.8
150 580.9 3.8
1.4 0 319.9 2.4 1.2 8 2.4 16
20 167.5 2.1
120 193.7 1.9
150 197.9 1.6
1.5 0 168.4 1.4 1.3 7 2.6 14
20 48.0 0.9
120 44.6 0.8
150 37.0 0.7
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Tabela 4.80. Resultados obtidos na determinagao da isoterma de adsor¢ao de PGA

de E coli (extrato enzimatico + precipitado do ajuste do pH)

Amostras

Atividade

Proteinas

Tempo Ads. | Ads. q q
(min) (UI/L) (g/L) U | (mg) | (U/mL | (mg/mL
gel) gel)
2.1 0 1316.9 8.8 1.7 23 34 46
20 1131.6 6.9
120 1161.9 7.0
150 1146.8 6.5
2.2 0 875.7 5.5 2.3 10 4.6 20
20 623.1 54
120 636.5 4.6
150 648.3 4.5
23 0 626.4 4.7 24 16 4.8 32
20 382.3 4.0
120 381.4 3.2
150 384.8 3.1
24 0 282.9 2.5 2.0 12 4.0 24
20 112.8 2.0
120 89.3 1.3
150 82.5 1.3
2.5 0 166.7 1.0 1.5 4 3.0 8
20 35.4 0.8
120 15.9 0.7
150 12.6 0.6
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Tabela 4.81. Resultados obtidos na determinagao da isoterma de adsor¢ao de PGA

de E. coli (extrato enzimatico)

Amostras | Tempo | Atividade | Proteinas | Ads. | Ads. q q
(UI/L) (g/L) U | (mg) | (U/mL | (mg/mL

gel) gel)

3.1 0 1104,7 5.0 4,4 10 8,8 20
20 910.2 4.0
120 665,3 4.0
150 665,3 4.0

3.2 0 700.5 3.6 3,7 11 7,3 22
20 430.3 2.8
120 332,6 2.6
150 332,6 2.5

33 0 5414 24 3.2 7 6.4 14
20 212.2 1.8
120 223.9 1.8
150 223.1 1.7

34 0 2717.0 1.2 24 6 4.8 12
20 47.5 0.9
120 40.4 0.6
150 41.3 0.6

3.5 0 140.6 0.6 1.3 4 2.6 8
20 11.8 0.2
120 59 0.2
150 10.1 0.2

Na Figura 4.31 tem-se a comparacdo da capacidade de adsor¢do versus

atividade de equilibrio para a PGA contida nas trés solu¢des diferentes.
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Figura 4.31. Comparacdo das isotermas de adsor¢do determinadas para a PGA de

E. coli contida em 3 solugdes diferentes.

Pode-se observar na Figura 4.31 e nas Tabelas 4.79, 4.80 e 4.81 que tanto
os fragmentos celulares como o precipitado de proteinas interferiram na
capacidade de adsor¢do da PGA no adsorvente. Estes resultados estdo de acordo
com os obtidos na literatura (Lin et al.,2001; Shepard et al.,2001;Calado et
al.,2002.) e mostram uma possivel interacdo dos fragmentos celulares e de outras
proteinas no adsorvente diminuindo dessa maneira a capacidade de adsor¢do da
PGA.

Cabe observar, que as isotermas de adsorcao para a PGA contidas no
homogenato e no extrato enzimatico com proteinas precipitadas (isoterma 1 e 2 —
Figura 4.31) além de apresentarem uma menor capacidade de adsor¢do também
apresentaram um comportamento diferente. Para o caso onde a PGA se encontra
em um meio mais puro (isoterma 3 — Figura 4.31 e Figura 4.30) foi verificado um
comportamento seguindo a isoterma de Langmuir. As isotermas 1 e 2 apresentam

um aumento da capacidade de adsor¢do para solugdes mais diluidas. Esse
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resultado pode ser explicado pelo fato de que quando diluimos essas solugdes
estamos diluindo os fragmentos celulares e as proteinas precipitadas, ocasionando
desta maneira uma melhor interacdo da PGA no adsorvente.

Convém salientar, que para todas as isotermas obtidas tentou-se ajustar
aos pontos experimentais obtidos os modelos de isotermas de Langmuir,
Freundlich e Linear, visando a discrimina¢do do modelo que melhor representasse
a cinética de adsor¢do de PGA na resina Streamline-SP. No entanto, os
coeficientes de correlagdo do ajuste ndo foram bons e ndo serdo apresentados aqui.
E de interesse lembrar que o objetivo maior de realizar as isotermas era a
comparag¢ao da capacidade de adsor¢do da PGA nas resinas para as trés condigdes

testadas.

4.6.2.1.3 Selecao da forca ionica

Conforme ja mencionado no item 2.5.4.1 a condutividade da solugdo
interfere na adsor¢do da enzima no adsorvente. Dessa maneira resolveu-se testar
diferentes molaridades do tampao diluente (20 e 10mM), dilui¢do da solugdo e o
fato da solugdo estar clarificada ou ainda conter os fragmentos celulares
(homogenato). O esquema desses ensaios juntamente com a condutividade dessas
solucdes esta apresentado na Tabela 4.82 e os resultados obtidos nesses ensaios na

Tabela 4.83.

Tabela 4.82. Condigdes utilizadas nos ensaios de selecdo da forga ionica

Ensaio Condigdes Condutividade
(mS/cm)
1S Clarificado 20mM, diluido 2x 4.5
2S Clarificado 20mM, diluido 4x 3,8
3S Clarificado 10mM, diluido 2x 2,7
4S8 Clarificado 10mM, diluido 4x 2,3
58S Homogenato 20mM, diluido 4x 3,9
6S Homogenato 10mM, diluido 4x 2,4
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Tabela 4.83. Resultados obtidos no processo descontinuo de adsor¢ao-desor¢ao da

PGA de E. coli na resina Streamline-SP em diferentes condutividades

Amostras T Atividade | Proteinas | Ads. | Ads. q Q

(condutividade) | (min) | (UI/L) (g/L) (UD | (mg) | (U/mL | (mg/mL

mS/cm gel) gel)

0 481,6 1.5 4 7 8 14
1S 20 80.8 1.1
(4,5) 120 | 808 0.8
150 80.8 0.8

0 202.1 0.9 2 5 4 10
2S 20 33.7 0.5
3,8) 120 | 202 0.4
150 34 0.4

0 550.7 1.4 5,3 10 10,6 20
3S 20 194 0.6
(2,7) 120 14.3 0.4
150 19.4 0.4

0 277.0 0.7 2,8 6 5,6 12
4S5 20 7.6 0.2
(2,3) 120 2.0 0.1
150 0 0.1

0 545.6 2.4 3.4 11 6.8 22
5S 20 208.8 1.9
(3.9 120 205.4 1.4
150 205.4 1.3

0 575.9 2.1 2,7 9 54 18
6S 20 548.9 1.8
(2.4) 120 | 3132 1.2
150 306.5 1.2

A analise dos resultados obtidos (Tabela 4.83) nos permite concluir que
para condutividades menores tem-se uma capacidade de adsor¢ao ligeiramente

maior (comparagdo dos ensaios 1S com 3S e 2S com 4S), isso para quando
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estamos comparando solucdes clarificadas. Agora, quando comparamos a
influéncia da forga idnica para solucdes nao clarificadas (homogenatos) observa-
se um efeito contrario, ou seja, uma maior condutividade resulta em maior
capacidade de adsorcdo. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que as
cargas elétricas dos fragmentos celulares no homogenato sdo neutralizadas com
forcas i6nicas superiores 10mM.

Devido a diferenca na adsor¢do ndo ser muito significativa optou-se por
realizar os ensaios na coluna em leito expandido utilizando-se forga ionica de
20mM a fim de comparar com os processos de adsor¢do ja realizados até o

momento.
4.6.2.1.4 Adsorc¢ao continua

Apds ter investigado as condi¢cdes de adsor¢do de PGA no adsorvente
Streamline® SP ( pH; isotermas de adsorcdo ; forca ibnica; capacidade de
adsor¢do em diferentes solugdes) passou-se a realizar a adsor¢do de modo
continuo. Esse modo de operagdo foi estudado para 3 casos diferentes:

1- Alimentacao de clarificado em leito expandido
2- Alimentac¢ao de clarificado em leito fixo

3- Alimentacdo de homogenato em leito expandido

O objetivo de se realizar a adsor¢ao de PGA em leito expandido e em leito
fixo foi comparar a eficiéncia dos dois processos e também verificar se o leito
expandido atingiria a fluidizacdo e a estabilidade (caso 1 e 2). No caso do
homogenato em leito expandido pretendiamos verificar o efeito dos fragmentos
celulares na capacidade de adsorcao de PGA e na estabilidade do leito.

A capacidade de ligacdo dindmica para o caso de adsorcdo continua ¢é
definida como a quantidade de enzima adsorvida dividida pelo volume de

adsorvente, que ¢ representado por (Ghose e Chase 2000 apud Calado, 2001):

Vi
g= VL 4,(Vy ~V,)~ [ A@0).dV | Equagio 4.1
S

Vo
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Onde q ¢ a capacidade de ligacdo dinamica, Vs o volume de leito empacotado, V)
o volume morto total, Vg € o volume do eluente medido pelo fluxo de alimentacao
e A(t) € a concentracdo de enzima que sai da coluna.

Os resultados obtidos para os trés casos estudados sdo apresentados nas
Tabelas 4.84 ; 4.85 ; 4.86 respectivamente. As Figuras 4.32; 4.33 e 4.34 mostram
o comportamento da atividade em func¢do do volume total do processo (volume de
alimentacdo, lavagem e elui¢do). As condi¢des utilizadas sdo detalhadas

anteriormente a cada Tabela.

Caso 1 — Alimentacio de clarificado em leito expandido

Vazao de adsor¢do = SmL/min

Vazao de eluicao = 2,5 mL/min

Volume de suporte = 8mL

Altura inicial da coluna com o suporte = 8,5 cm

Altura final da coluna com o suporte expandido = 16cm
Volume total de clarificado (extrato enzimatico) = 90 mL

Volume morto = 15mL
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Tabela 4.84. Resultados obtidos na adsor¢ao continua em leito expandido de PGA

de E. coli em solugdo clarificada

Etapa Amostras AE C.P A.Esp. \% A/A0 | P/PO | F.P
(min) | (UIL) | @L) | Ulg | (mL)
proteinas)
EO 5288 | 1,3 | 4068 | 90 1 1
S(1) 0 0 0,0 5 0 | 0 | 0
S(3) 0 0 0,0 5 10 0| 0
Adsorgdo g7 0 0.4 0.0 % | 0 | 03] 0
S(7) 11,0 | 05 22,0 35 | 0,02 04 | 0,05
S(9) 151 | 06 25,2 45 1003 05 | 0,06
S(11) | 244 | 06 40,7 55 | 0,05 0,5 | 0,1
S(13) | 151 | 06 25,2 65 | 0,03 0,5 | 0,06
S(15) | 202 | 06 33,7 75 | 0,04 | 0,5 | 0,08
S(18) | 168 | 0.6 28,0 90 | 0,03 0,5 | 0,07
L21) 0 0,4 0,0 105 0
Lavagem | [ (24) 0 0,1 0,0 120 0
L(28) 0 0 0,0 140 0
L(32) 0 0 0,0 160 0
L(37) 0 0 0,0 185 0
EI (39) 0 0 0,0 190 0
EI(41) | 2963,8 | 08 | 37048 | 195 9,1
Eliicdo ™ g143)y [ 3570,1 | 1,8 | 19834 | 200 4.9
EL(46) | 7073 | 0,7 | 10104 | 207,5 2,5
EI(49) | 4277 | 04 | 10693 | 215 2,6
EI(52) | 2038 | 03 | 6793 | 2225 1,7
EI(62) | 18,5 0 0,0 | 2475 0
EL (67) 0 0 0,0 260 0

A.E = atividade enzimatica, C.P = concentragdo de proteinas, V = volume

F.P = fator de purificacdo
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Figura 4.32.Comportamento da atividade versus volume total do processo (caso 1)

Caso 2 — Alimentacao de clarificado em leito fixo

Vazao de adsor¢dao = SmL/min

Vazao de elui¢do = 2,5 mL/min

Volume de suporte = 8mL

Altura inicial da coluna com o suporte = 8,5 cm

Volume total de clarificado (extrato enzimatico) = 90 mL

Volume morto = 10mL
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Tabela 4.85. Resultados obtidos na adsor¢ao continua em leito fixo de PGA de E.

coli em solucao clarificada

Etapa Amostras AE CP A.Esp VvV A/A0 | P/PO | F.P
(min) (UI/L) | (g/L) (Ul/g (mL)
proteinas
EO 599,5 1,6 374,7 90 1 1
S(1) 10,1 0 0,0 5 0,02 0 0
Adsorgdo S(3) 19,4 0,7 27,7 15 0,03 | 04 | 0,07
S(5) 19.4 0,7 27,7 25 0,03 | 0,4 | 0,07
S(7) 19.4 0,7 27,7 35 0,03 | 0,4 | 0,07
S(9) 26,1 0,7 37,3 45 0,04 | 0,4 0,1
S(11) 26,1 0,7 37,3 55 0,04 | 04 0,1
S(13) 26,1 0,8 32,6 65 0,04 | 0,5 | 0,08
S(15) 32,0 0,8 40,0 75 0,05 | 0,5 0,1
S(19) 32,0 0,8 40,0 95 0,05 | 0,5 0,1
L(22) 15,1 0 0,0 110 0
Lavagem L(26) 7,5 0 0,0 130 0
L(30) 7,5 0 0,0 150 0
L(34) 7,5 0 0,0 170 0
L(38) 5,1 0 0,0 190 0
El (40) 0 0 0,0 195 0
El (42) 2879 0,2 1439,5 200 3,84
Eluigio El (44) | 4371,7 | 1,3 3362,8 205 9,0
El (47) 1353,9 | 1,1 1230,8 | 212,5 3,3
El (50) 562,4 0,7 803,4 220 2,1
El (53) 266,1 0,4 665,3 227,5 1,8
El (63) 34,5 0 0,0 252,5 0
El (68) 12,6 0 0,0 265 0

A.E = atividade enzimatica, C.P = concentragdo de proteinas, V = volume

F.P = fator de purificacdo
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Figura 4.33.Comportamento da atividade versus volume total do processo (caso 2)

Caso 3 — Alimentaciao de homogenato em leito expandido

Vazao de adsor¢dao = SmL/min

Vazao de elui¢do = 2,5 mL/min

Volume de suporte = 8mL

Altura inicial da coluna com o suporte = 8,5 cm

Altura final da coluna com o suporte expandido = 22 cm
Volume total de clarificado (extrato enzimatico) = 90 mL

Volume morto = 15mL
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Tabela 4.86. Resultados obtidos na adsor¢do continua em leito expandido de PGA

de E. coli em solucdo nao clarificada (homogenato)

Etapa Amostras AE C.P A.Esp \Y A/AO0 | P/PO | FP
(min) (UI/L) (g/L) (Ul/g (mL)
proteinas
EO 12293 | 3,3 | 3725 90 1 1 1
S(1) 0 0 0,0 5 0] 0 | o
Adsorgdo [Tg 3y 0 0 0,0 15 0] 0 | 0
S(5) | 3233 | 1,7 | 1902 | 20 | 03 | 05 | 0,5
S(7) | 4151 | 22 | 1887 30 | 03 | 0,7 | 05
S9) | 5069 | 23 | 2204 | 40 | 04 | 0,7 | 06
S(11) | S81,8 | 23 | 2530 50 | 05 | 0,7 | 07
S(13) | 6349 | 2,6 | 2442 60 | 05 | 08 | 0,7
S(15) | 682,0 | 2,5 | 272.8 70 | 0,6 | 0,8 | 0,7
S(18) | 7334 | 2,5 | 2934 8 | 06 | 0.8 | 0.8
L) | 4109 | 1,8 | 2283 | 100 0,6
Lavagem | L(24) | 2265 | 09 | 2517 | 115 0,7
L28) | 61,5 | 03 | 2050 | 135 0,6
L(32) | 219 | o1 | 2190 | 155 0,6
L(36) 9,3 0 0,0 175 0
L(45) 0 0 0,0 220 0
El (47) 0 0 0,0 225 0
El(49) | 64194 | 1,1 | 58358 | 230 15,7
Eluigao ™Ry 27213 | 0,9 | 3023,7 | 235 8,1
EI(54) | 9969 | 055 | 19938 | 237,5 5,3
EL(57) | 4934 | 04 | 12335 | 245 3,3
EI(60) | 270,3 | 03 | 901,0 | 2525 2,4
EI(70) | 47,1 | 0,1 | 4710 | 2775 13
EL(75) | 19,4 0 0,0 290 0

A.E = atividade enzimatica, C.P = concentragdo de proteinas, V = volume

F.P = fator de purificacdo
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Figura 4.34.Comportamento da atividade versus volume total do processo (caso 3)

A capacidade de ligacdo dindmica para os trés casos foi calculada segundo
a equagdo 1 e os valores encontrados foram: 5,0 ; 6,3 ; 3,7 Ul/mL suporte. O fato
do homogenato ser alimentado com uma concentragdo inicial de enzima maior
que as demais solucdes impossibilita fazer uma andlise comparativa da capacidade
de ligacdo para o caso 1 e 3. Com relagdo aos clarificados, os valores encontrados
de capacidade de adsor¢do foram proximos para os dois leitos (expandido e fixo).
Os rendimentos de recuperacdo global obtidos foram de 90, 75 e 54% para os trés
casos respectivamente. Esses diferentes rendimentos mostram que existe
interferéncia dos fragmentos celulares e das proteinas precipitadas na adsor¢do de
PGA.

Ainda para os clarificados foi encontrado fatores de purificagdao de até 9
vezes, enquanto para o homogenato foram encontrados fatores de
aproximadamente 16 vezes. Esse maior grau de purificacdo se deve ao fato de
alimentar com uma solu¢do com maior quantidades de impurezas. No caso dos
clarificados, além de retirar os fragmentos celulares também se centrifugava a
solucdao apos ajuste do pH. No processo de ajuste de pH ja ocorre uma pré -
purificacdo pois ocorre precipitacdo de proteinas ocasionado pelo baixo pH e a

centrifugacdo elimina essas proteinas.
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4.7.  Purificacdo e concentracio de penicilina G acilase de B.

megaterium ATCC 14945

Os primeiros estudos relacionados com a purificacdo e concentracao de
PGA de B. megaterium foram realizados pela aluna de iniciagdo Noemia E. G.
Fermoselli. A aluna aperfeigoou as técnicas estudadas por nés durante o mestrado,
que foram didlise, concentragdo com sacarose e precipitagdo com solventes
organicos. O estudo se concentrou mais na técnica de precipitagdo com solventes,
embora tenham sido realizados alguns testes referentes as outras 2 técnicas. As
melhores condi¢des encontradas pela pesquisadora foram aplicadas neste trabalho.
Ha que se salientar que os resultados encontrados por Fermoselli foram obtidos
utilizando o meio contendo caseina hidrolisada (51,4 g/L) e soro de queijo (19,6
g/L). J& para os processos apresentados a seguir utilizou-se o novo meio de
cultivo, que ¢ composto de aminodacidos (10 g/L) e soro de queijo (19,6 g/L).

Além das técnicas de didlise e precipitagdo por etanol, também aplicou-se
microfiltracdo, ultrafiltragdo e a adsor¢do em leito expandido. A ultrafiltragdo foi
escolhida com o objetivo de concentrar os grandes volumes de caldo obtidos
quando se realiza cultivo em biorreator (4,5 L). Micro e ultrafiltragdo sdo técnicas
adequadas para grandes volumes enquanto que a técnica de concentracdo por
sacarose, estudada durante o mestrado, ¢ muito eficiente mas inviavel de aplicar

para volumes maiores.

4.7.1. Microfiltracao

A técnica de microfiltracdo foi realizada previamente a aplicacdo de
ultrafiltragdo, didlise e precipitagdo com solventes organicos com o objetivo de
remover a massa celular dos caldos de cultivos. O tamanho de poro da membrana
foi de 0,45 pm. Foram realizados ensaios em triplicata para verificar a
reprodutibilidade do método. Tanto a atividade enzimatica como a concentragao
de proteinas foram medidas antes e ap6s o processo para acompanhamento da

técnica. Os resultados referentes a essa etapa estdo apresentados na Tabela 4.87.
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Ensaio | C.Pinicial | C.P final | C.Piniciat | C.Pfinat | A.Einiciat | A.E. Final
Lowry | Lowry | Bradford | Bradford | (UI/L) (UI/L)
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 3,0 3,0 0,43 0,41 200 170
2 2,7 2,6 0,39 0,34 171 161
3 3,6 34 0,6 0,6 169 170

C.P = concentragdo de proteinas; A.E = atividade enzimatica

A concentragdo de proteinas ao longo da técnica foi acompanhada pelo
método de Lowry e Bradford. O método de Lowry dosa aminoacidos e peptideos,
e o método de Bradford sé dosa peptideos acima de 5000 Da de peso molecular.
Desta forma, quando ocorre uma diminui¢ao de concentracdo de proteinas pelo
método de Bradford, esta deve estar relacionada com a perda de PGA ou com as
proteinas do soro, pois 0 meio de cultivo ¢ constituido de aminoacidos e soro de
quetijo.

Os resultados apresentados na Tabela 4.87 permitem-nos observar que
ocorreu uma pequena perda de atividade enzimatica para o ensaio 1, contudo
essa perda ndo ¢ significativa e € possivel de acontecer, uma vez que pode ocorrer
adsor¢do da enzima na membrana ou até mesmo na massa celular aderida na
membrana.

A recuperacdo da enzima no final do processo e os resultados similares
para as triplicatas mostram que a técnica foi satisfatdria para o objetivo proposto.
Desta maneira, a partir do caldo livre de microrganismos iniciaram-se 0s

processos de purificagdo e concentragdo propriamente ditos.

4.7.2. Ultrafiltracao

Como ja explicado anteriormente, o volume de meio gerado em biorreator
¢ muito grande (4,5L) e portanto, a ultrafiltragao foi selecionada para concentrar o
caldo. A curva de corte da membrana foi de 10.000 Da e a pressdo de trabalho foi

de 2 kgf/cm, . A técnica foi acompanhada pela medida das proteinas e da
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atividade enzimatica. Os resultados obtidos na primeira ultrafiltragdo estao

mostrados na Tabela 4.88.

Tabela 4.88. Resultados obtidos na ultrafiltracdo realizada a temperatura ambiente

VvV |F.C| AE |[F.C|CP, |[F.C| CP, |FC| AEsp* | F.P

(mL) (UI/L) (g/L) (g/L) (Ul/g
proteinas)
Inicial | 3100 160 3,0 0,42 53,3

Final | 220 | 14 | 1100 | 6,9 | 10,5 | 3,5 | 6,0 |143| 104,88 2,0

C.P1 = Concentragao de proteinas medida pelo método de Lowry; C.P2 = Concentracao
de proteinas medida pelo método de Bradford

F.C = Fator de concentracio

F.P = Fator de purificagdo (atividade especifica final/atividade especifica inicial)

* Proteinas medida pelo método de Lowry na atividade especifica

Os resultados nos mostram que a técnica de ultrafiltragdo conseguiu
concentrar até 14 vezes o volume do caldo. Este € um bom resultado, uma vez
que se passou a trabalhar com um volume de caldo bem menor.

Agora, analisando-se os resultados de concentragdes de proteinas ( por
Bradford) e da atividade enzimatica pode-se concluir que ocorreu uma
desnaturacdo da enzima. Conseguiu-se concentrar toda a massa protéica (inclusive
PGA), porém ocorreu uma perda de aproximadamente 50% na atividade
enzimatica.

Com relacdo ao baixo fator de concentragdo obtido na dosagem de
proteinas pelo método de Lowry ja era esperado, uma vez que os aminoacidos
contidos no meio conseguem permear a membrana de ultrafiltra¢do.

Devido ao baixo fator de concentra¢do obtido na atividade enzimatica em
relacao ao obtido em termos de volume, decidiu-se realizar a ultrafiltragdo a frio.
Uma explicagdo para a desnatura¢do ocorrida seria o super-aquecimento da
solucdo ocasionado pela bomba. Desta forma, o caldo a ser ultrafiltrado ficou
submerso em um recipiente com gelo. Os resultados estdo apresentados na Tabela

4.89.
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Tabela 4.89. Resultados obtidos na ultrafiltragdo realizada em banho de gelo

V |F.C| AE |FC|CP, |F.C| CP, |FC| AEsp* | F.P

(mL) (UI/L) (g/L) (g/L) (Ul/g
proteinas)
Inicial | 3700 163 2,5 0,36 65,2

Final | 280 [13,2| 1374 | 8,4 | 8,7 |3,5| 496 |13,7| 1579 2,4

C.P1 = Concentragdo de proteinas medida pelo método de Lowry; C.P2 = Concentragao
de proteinas medida pelo método de Bradford

F.C = Fator de concentragdo

F.P = Fator de purificagdo (atividade especifica final/atividade especifica inicial)

* Proteinas medida pelo método de Lowry na atividade especifica

Pela Tabela 4.89, observa-se que o fator de concentragao da atividade
enzimatica aumentou em relacdo a ultrafiltracdo anterior (Tabela 4.88). Este
resultado nos indica que a temperatura ¢ uma variavel a que se deve estar atento,
fato este a que nao tinhamos dado importancia inicialmente.

Quanto a concentracao das proteinas, foram obtidos os mesmos fatores de
concentracdo, mostrando boa eficiéncia na membrana para retengdo da proteina.

Em virtude da constatagdo que a temperatura influencia na técnica de
ultrafiltra¢do resolveu-se realizar esse processo tomando maior cuidado com essa
variavel. Primeiramente, o caldo a ser ultrafiltrado ficou mantido na camara fria a
4°C, e somente apos atingir essa temperatura € que o mesmo ficou submerso no
banho de gelo para entdo comegarmos o processo. Os resultados sdo apresentados

na Tabela 4.90.

Tabela 4.90. Resultados obtidos na ultrafiltracao realizada a 4°C
V |F.C| AE |FC|CP, |F.C| CP, |[FC| AEsp* |F.P

(mL) (UI/L) (g/L) (g/L) (Ul/g
proteinas)
Inicial | 4200 170 3,4 0,6 50,0

Final | 380 | 11 | 1541 9 | 11,9 | 3,5] 7,2 12 129,5 2,6

C.P1 = Concentracao de proteinas medida pelo método de Lowry; C.P2 = Concentragéo
de proteinas medida pelo método de Bradford

F.C = Fator de concentragdo

F.P = Fator de purificagdo (atividade especifica final/atividade especifica inicial)

* Proteinas medida pelo método de Lowry na atividade especifica
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Os resultados obtidos nesse etapa vieram a confirmar a importancia da
temperatura. Como se pode observar, houve somente uma pequena perda de
atividade enzimatica (o fator de concentragdo da atividade foi préximo do fator de
concentragdo em volume). Em relacdo ao fator de concentragdo de proteinas por
Bradford obtivemos um valor maior do que o volume concentrado. No entanto,
essa diferenca pode ser explicada pelas pequenas variagdes que ocorrem nas
manipulagdes laboratoriais. Esses resultados obtidos nos mostram que a técnica de

ultrafiltragdo mostrou-se eficiente para concentracdo da enzima produzida.

4.7.3. Dialise

A dialise foi realizada para um caldo micro/ultrafiltrado com o intuito de
verificar a influéncia da didlise prévia na técnica de precipitagdo por etanol.
Conforme ja explicado no item 2.5.1 a didlise permite a retirada de solutos de
baixo peso molecular e a retencdo das moléculas protéicas. O fato de retirar
moléculas do meio faz com que se altere a solubilidade das proteinas e
consequentemente, a precipitagdo das mesmas. E neste sentido, inclusive, que se
realizou a didlise, onde se pretendia verificar se haveria efeito positivo ou ndo na
etapa de precipitagdo por solventes.

De acordo com os resultados obtidos por Noemia E. G. Fermoselli, o fato
de realizar didlise antes de aplicar a técnica de precipitagdo por etanol melhorou
significativamente ( de 16% para 39%) a atividade recuperada. Nos resolvemos
testar novamente essa variavel devido a mudanga do meio de cultivo. Os

resultados da didlise sdo apresentados na Tabela 4.91.

Tabela 4.91. Resultados obtidos na dialise do caldo de cultivo micro/ultrafiltrado

Atividade | pH Proteinas |Proteinas |A.Esp* |F.P
(UI/L) Lowry Bradford |(Ul/g
(g/L) (g/L) proteinas)
Inicial | 1100 9,3 10,5 6,0 104,8
Final |751 7,0 6,3 4,0 119,2 | 1,1

F.P = Fator de purificagdo (atividade especifica final/atividade especifica inicial)

* Proteinas medida pelo método de Lowry na atividade especifica
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Para as andlises realizadas (atividade e proteinas) ocorreu uma queda na
concentragdo. A redugdo da concentragdo protéica mostra que esta ocorrendo uma
parcial purificagdo do caldo, como era o desejado. Quanto a atividade enzimatica,
o decréscimo de aproximadamente 30% foi o mesmo obtido por Noemia E. G.
Fermoselli quando utilizou o outro meio de cultivo para producdo de PGA. Esses
resultados também estdo coerentes com os relatados na literatura, como
apresentado no item 2.5, onde Balasingham et al.,1972, apresentam uma perda de

24% na atividade recuperada apoés realizar a dialise.

4.7.4. Precipitacao com solventes organicos

Para todos os meios resultantes das técnicas anteriores aplicadas
(microfiltragdo, micro/ultrafiltracio e  micro/ultrafiltragdo/dialise) foram
realizados ensaios de precipitacdo com solventes organicos. Os ensaios a seguir
tinham como objetivo estudar o efeito da concentracdo de PGA (comparagdo do
meio microfiltrado com o micro/ultrafiltrado) e também da concentracdo dos
nutrientes de baixo peso molecular (compara¢do do meio micro/ultrafiltrado com
o meio micro/ultrafiltrado/dialisado) na eficiéncia da técnica de precipitagdo. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 4.92 e o efeito das varidveis nos
parametros de precipitacao quantificados na Tabela 4.93.

As condigdes operacionais utilizadas nesse processo foram 4 volumes de
etanol para cada volume de solu¢do de enzima, vazao inicial do etanol de 0,03
mL/s, correspondente a 22 mL de etanol em 12 minutos e 0,25mL/s para os 98
mL restante em aproximadamente 6,6 minutos (condi¢des otimizadas por Noemia
E. G. Fermoselli).

Nota-se na Tabela 4.92 que sdo apresentados dois valores de atividades
iniciais para os respectivos pH’s. Essas diferentes atividades encontradas para o
mesmo meio foi consequéncia do ajuste do pH do caldo com HCI. Os melhores
resultados encontrados por Noemia E. G. Fermoselli na precipitagio com
solventes foi quando se utilizou solugdes com pH = 6. Desta forma, antes de
iniciarmos o processo de precipitagdo, ajustou-se o pH dos meios para 6, o qual

ocasionou um decréscimo na atividade enzimatica.
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O motivo da queda observada ndo estava claro. Uma possibilidade era que
estivesse havendo variagdo do pH durante a reagdo de hidrdlise de Penicilina G
(medida da atividade enzimatica) devido aos diferentes pH’s iniciais do caldo. O
que se pode verificar ¢ que o tampao utilizado para o preparo da solugdo de
Penicilina G mantém o pH reacional constante, indicando desta maneira que
houve realmente decréscimo na atividade, provavelmente devido a desnaturagdao

da enzima provocada pelo acido cloridrico utilizado para ajuste do pH do caldo.

Tabela 4.92. Resultados obtidos na precipitacdo com solventes organicos para
caldos de cultivos oriundos apds a aplicacdo de diferentes técnicas (M =
microfiltrado; M/U = micro/ultrafiltrado ¢ M/U/D = micro/ultrafiltrado/dialisado).
Ensaios | Vsol | Vi | Vf | F.C| AE(UIL) | AE; | Cpi' | Cpf' | Cpi® | Cpf’

Ml | mL | mL pH* | pH6 | U/L | g/L | gL | g/L | g/L
1 120 | 30 | 3 10 | 177 67 243 | 3,0 | 3,3 [ 0,41 | 2,26
M
2 120 | 30 | 4 | 7,5 | 1100 | 602 | 1223 | 10,5 | 24,2 | 6,0 | 20,3
M/U
3 120 | 30 | 3 10 | 751 | 630 | 1350 | 6,3 | 6,5 | 4,0 | 5,26
M/U/D

* pH sem ajuste (em torno de 9);
Cpi/Cpf' = Concentragdo inicial/final de proteinas medida pelo método de Lowry
Cpi/Cpf® = Concentragdo inicial/final de proteinas medida pelo método de Bradford

A.E; = atividade enzimatica inicial; AE;= atividade enzimatica final
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Tabela 4.93. Efeito das varidveis nos pardmetros de precipitacdo quantificados
Vi |Vf |F.C |Mpi' |Mpf |Prpp|Mpi’ |Mpf> |Prpp|A.Er|A.Esp |F.P

ML |mL total |total total |total |(%) |(%) |Ul/g
(mg) | (mg) (mg) |(mg)
1 |30 |3 10 190 9,9 11 |12 7 58 |36 |107,5 |0,7

2 (30 |4 7,5 |315 |97 31 |180 |80 45 |27 60,3 (0,6
3 130 |3 10 |189 (19,5 |10 (120 |16 13 |21 |256,7 | 1,6

Mpi' / Mpf' = massa inicial/final de proteinas dosadas por Lowry
Mpi®/ Mpf® = massa inicial /final de proteinas dosadas por Bradford
A.Esp = atividade especifica (Ul/ g de proteinas dosadas por Bradford)
Proteina total precipitada (prpp) = (Mpf/Mpi) x 100

Atividade enzimatica recuperada (A.Er) = (A.E;x Vf/ A.E; x Vi) x 100

Fator de purificacdo (F.P) = (atividade especifica final/atividade especifica inicial)

Os parametros que determinam a eficiéncia da técnica sdo a atividade
enzimatica recuperada ( rendimento em atividade), e o fator de purificacdo. O
pardmetro de mais interesse ¢ a atividade enzimdtica recuperada, pois valores
baixos para esse parametro significam perdas elevadas do produto
(irreversivelmente). Quanto ao fator de purificagdo, mesmo que ndo tenha sido
obtido valores altos, ainda ha a possibilidade de se aplicarem outros métodos de
purificacao.

Tomando como base essas observagdes, podemos verificar na Tabela 4.93
que o ensaio 1 (caldo microfiltrado) foi o que apresentou melhores resultados, ou
seja, maior recuperacao de atividade. Além disso, quando comparamos o ensaio 1
com o ensaio 2 (caldo micro/ultrafiltrado) também conseguimos um maior grau de
purificacdo. Embora tenhamos obtido melhores resultados com o caldo
microfiltrado, essa diferenca ndo ¢ tdo significante a ponto de ndo utilizarmos a
técnica de ultrafiltracdo, a qual permite grande concentragdo do caldo.

Com relagdo ao ensaio 3, onde o caldo micro/ultrafiltrado foi dialisado,
podemos observar um grande aumento da atividade especifica. Isso pode ser
atribuido ao fato que na didlise ocorre uma grande perda dos
aminoacidos/peptideos que fazem parte do meio de cultivo e portanto, ha uma
menor concentracao protéica no meio disponivel para a precipitagao. Noemia E.

G. Fermoselli quando estudou a dialise prévia a aplicagdo da técnica de
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precipitacdo com solvente também verificou um aumento na atividade especifica.
No entanto, a pesquisadora observou um aumento na atividade recuperada,
resultado ndo observado em nosso ensaio. Em nosso meio (aminoacidos ao invés
de hidrolisado de caseina) ocorreu uma perda de 6% na atividade recuperada
quando comparado com o ensaio 2 e 15% com o ensaio 1. Essa perda na atividade
enzimatica fez com que optadssemos pela ndo realizacao de didlise anteriormente a
precipitacdo nos demais caldos de cultivo.

Devido a queda da atividade ocorrida quando se ajusta o pH para 6 (com
HCIl) decidiu-se realizar as novas precipitagdes sem o ajuste do pH dos caldos.
Desta forma, partiu-se de um pH de aproximadamente 9,3. Os resultados sdo
apresentados na Tabela 4.94 e o efeito das varidveis nos pardmetros de

precipitacdo quantificados na Tabela 4.95.

Tabela 4.94. Resultados obtidos na precipitacio com solventes organicos para
caldos de cultivo sem ajuste de pH ( M= microfiltrado; M/U =micro/ultrafiltrado)
Ensaios | V.sol| Vi | Vf |F.C| AE; | AE¢| Cpi' | Cpf' | Cpi* | Cpf°
(mL) | (mL) | (mL) UI/L | UI/L | (g/L) | (g/L) | (g/L) | (g/L)
60 15 2 | 7,5 110 | 25 2,5 | 1,23 1 0,34 | 0,37

4
M
5 120 30 45 16,6 | 1257 | 375 | 8,7 [14,63| 4,96 | 12,7

M/U

Cpi/Cpf' = Concentragdo inicial/final de proteinas medida pelo método de Lowry

Cpi/Cpf® = Concentragdo inicial/final de proteinas medida pelo método de Bradford

A.E; = atividade enzimatica inicial; A.E;= atividade enzimatica final
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Tabela 4.95. Efeito das varidveis nos parametros de precipitacdo quantificados

Vi |Vf |E.C |Mpi' |Mpf |Prpp|Mpi’ |Mpf |Prpp|A.Er|A.Esp |F.P
ML |mL total | Total total |total |(%) |(%) |(Ul/g)
(mg) | (mg) (mg) | (mg)
4115 2 [75] 40 2 5 5,1 0,7 |14,6| 3 67 |02
5130|4566 260 | 66 |25 149 | 57 | 38|45 30 |0,

Mpi' / Mpf'= massa inicial/final de proteinas dosadas por Lowry

Mpi® /Mpf°= massa inicial/final de proteinas dosadas por Bradford
A.Esp = atividade especifica (Ul/ g de proteinas dosadas por Bradford)
Proteina total precipitada (prpp) = (Mpf/Mpi) x 100

Atividade enzimatica recuperada (A.Er) = (A.Esx Vf/ A.E; x Vi) x 100

Fator de purificacao (F.P) = (atividade especifica final/atividade especifica inicial)

Pode-se observar na Tabela 4.95 que houve uma queda muito brusca da
atividade recuperada quando se alterou o pH. Os ensaios de precipitagdo em
caldos com pH = 6 obtiveram uma recuperagdo na atividade de 36%, valor este
muito superior ao encontrado aqui. Fica claro, portanto, que as perdas ocorridas
pelo ajuste de pH sdao menores do que as obtidas quando se realiza a precipitagao
no caldo no seu préprio pH.

Assim, um detalhado estudo foi realizado sobre a aplicacdo da técnica de
precipitagdo com solventes para a recuperagdo de PGA produzida por B.
megaterium. Os valores obtidos mostram que a técnica, apOs otimizacao das
varidveis, apresenta uma melhor recuperagao da enzima (44%) quando a mesma
esta presente em meio contendo hidrolisado de caseina. Ao se utilizar a técnica,
nas mesmas condi¢des previamente otimizadas, para o novo meio (a.a — portanto
mais puro) os resultados obtidos foram inferiores (média de 30%), mostrando que
a alta concentracdo de peptideos presentes no meio influenciaram positivamente
na eficiéncia da técnica. O novo meio, contudo, ¢ mais puro e conduz a melhores

produgdes de enzima e sera possivelmente o definitivo a ser usado.
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4.7.5. Adsorcao em leito expandido

A técnica de purificagdo adsor¢do em leito expandido aplicada para a PGA
de E. coli também foi aplicada para a PGA de B. megaterium. No entanto, nesta
etapa ndo foi possivel investigar todas as variaveis estudadas para a PGA de E.
coli devido ao menor tempo disponivel e das dificuldades encontradas. Convém
salientar, que como a PGA de Bacillus megaterium ¢ uma enzima extracelular nao
¢ necessario realizar a ruptura celular para a obtencdo da enzima.

Da mesma maneira que na adsor¢do de PGA de E. coli, primeiramente
foram selecionadas as melhores condi¢des de adsor¢do-desorcdo da enzima no

adsorvente Streamline®SP para depois realizar a adsor¢do em leito expandido.

4.7.5.1. Efeito do pH do caldo de cultivo na adsorciao de PGA

A primeira varidvel a ser testada no processo de adsor¢ao foi o pH do meio
onde a PGA se encontrava. A avaliagdo do efeito dessa variavel foi através dos
resultados de capacidade de adsor¢@o de atividade e de proteina, do rendimento de
operacao e também do fator de purificacdo obtido (Tabela 4.97 )

O ajuste do pH do meio de cultivo foi feito com HCI para os seguintes
valores: 4,0; 4,5 ;4,9 ;5,5¢ 5,9 e a escolha foi baseada nos valores utilizados para
PGA de E. coli. O suporte adsorvente também era estabilizado com tampao citrato
20mM no mesmo pH em estudo.

A Tabela 4.96 mostra os resultados obtidos no processo descontinuo de
adsor¢ao-desorcao para os diferentes pH’s e a Tabela 4.97 mostra o efeito dessa

variavel nos pardmetros quantificados.
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Tabela 4.96. Resultados obtidos no processo descontinuo de adsor¢ao-desorcao
da PGA de B. megaterium na resina Streamline-SP nos diferentes pH’s estudados

Clarificado = solu¢do enzimatica no tempo zero; extrato = solucdo enzimatica
apos passar pelo gel; lavagem = tampao utilizado para lavar o gel; eluido =

tampao com NaCl utilizado para eluir a enzima.

Amostras Atividade | Proteinas | Atividade especifica
(pH) (UI/L) (g/L) (UI/mg proteinas)
Clarificado (4) 528 1,2 0,44
Extrato (4) 207 1,1 0,19
Lavagem (4) 0 0 0
Eluido 1 (4) 0 0 0
Eluido 2 (4) 0 0 0
Clarificado (4,5) 510,8 1,3 0,39
Extrato (4,5) 189,2 1,1 0,17
Lavagem (4,5) 0 0 0
Eluido 1 (4,5) 0 0 0
Eluido 2 (4,5) 0 0 0
Clarificado (4,9) 526,6 1,4 0,38
Extrato (4,9) 2459 1,2 0,20
Lavagem (4,9) 0 0 0
Eluido 1 (4,9) 0 0 0
Eluido 2 (4,9) 0 0 0
Clarificado (5,5) 631 1,5 0,42
Extrato (5,5) 541 1,4 0,39
Lavagem (5,5) 0 0,02 0
Eluido 1 (5,5) 0 0 0
Eluido 2 (5,5) 0 0 0
Clarificado (5.9) 623 1,5 0,41
Extrato (5,9) 532 1,4 0,38
Lavagem (5,9) 0 0,02 0
Eluido 1 (5,9) 0 0 0




Tabela 4.97. Efeito do pH nos parametros de adsor¢ao quantificados

248

pH q q R. R. R. F.P1 | F.P2
(U/mL | (mgprot./mL | eluicdo | adsor¢do | operagdo
gel) gel) (%) (%) (%)
4,0 3,2 1 0 61 0 0 0
4,5 3,2 2 0 63 0 0 0
4.9 2,8 2 0 53 0 0 0
5,5 0,9 0,7 0 14 0 0 0
5,9 0,9 0,7 0 15 0 0 0

R = rendimento

F.P1= fator de purificagdo 1 (relacionado ao eluido 1)
F.P2 = fator de purificagdo 2 (relacionado ao eluido 2)

A analise dos resultados da Tabela 4.97 nos mostra que a adsor¢do da

enzima ocorre de maneira similar para os pH’s entre 4,0 a 4,9, ndo ocorrendo

adsorcdo significativas nos pH’s 5,5 e 5,9. Contudo, ndo foi possivel detectar a

eluicdo da enzima em nenhum dos pH’s estudados. Esse resultado nos motivou a

realizar novamente esse procedimento porém utilizando tampao eluente com forca

i0nica maior e paralelamente com pH maior. O tampao eluente utilizado até o

momento foi o tampao citrato 20mM, no pH em estudo com a adi¢cao de 150 mM

de NaCl (conforme item 3.2.11.1). O pH escolhido para fazer esse estudo foi o pH

4, com tampao eluente pH = 4 ¢ 600mM de NaCl e tampao eluente pH = 8 e 600

mM de NaCl. Esses resultados sao apresentados na Tabela 4.98 ¢ na Tabela 4.99

tem-se os pardmetros quantificados.
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Tabela 4.98. Resultados obtidos no processo descontinuo de adsor¢ao-desor¢ao da
PGA de B. megaterium na resina Streamline-SP utilizando diferentes tampdes
eluentes. Clarificado =

solucdo enzimdtica no tempo zero; extrato = solugdo

enzimatica apos passar pelo gel; lavagem = tampao utilizado para lavar o gel;

eluido = tampao com NaCl utilizado para eluir a enzima.

Variavel Amostra Atividade | Proteinas Atividade
(UI/L) (g/L) especifica
(Ul/mg proteinas)
Tampao Clarificado 553 1,2 0,44
eluente pH =4 Extrato 207 1,1 0,17
com 600mM Lavagem 0 0 0
de NaCl Eluido 1 0 0 0
Eluido 2 0 0 0
Tampao Clarificado 553 1,3 0,43
eluente pH =8 Extrato 207 1,2 0,17
com 600mM Lavagem 0 0 0
de NaCl Eluido 1 0 0 0
Eluido 2 0 0 0

Tabela 4.99. Efeito do tampao eluente nos parametros de adsor¢cao quantificados

Variavel Q q R.E.| R.A. | RO. | F.Pl | F.P2
Tampdo eluente | (UI/mL | (mgprot/mL | (%) (%) (%)
gel) gel)
600 mM NacCl 3,2 1 0 61 0 0 0
pH=4
600 mM NaCl 3,2 2 0 63 0 0 0
pH=28

R. E. =rendimento de eluicdo R. A.=rendimento de adsor¢io
R. O. = rendimento de operacdo

F.P1= fator de purificagdo 1 (relacionado ao eluido 1)

F.P2 = fator de purificagéo 2 (relacionado ao eluido 2)

Como podemos observar na Tabela 4.99, o fato de substituirmos o tampao

eluente nao resultou em melhoras na eluigdao ( rendimentos de eluicao = 0 %). Os
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rendimentos em adsor¢ao foram semelhantes aos ensaios anteriores. No decorrer
desses ensaios verificou-se que o pHmetro apresentou problemas de leitura e
estava acusando valores menores do que o real. Esse fato nos indicou que
possivelmente os pH’s acima ndo estavam corretos e portanto, resolveu-se testar
novamente os pH’s do meio. Os tnicos valores de pH escolhidos foram 4,5 ¢ 4,9,
pois o pHmetro estava acusando valores menores do que o real e os ensaios
apresentados na Tabela 4.97 mostram que ndo ocorre adsor¢cdo de enzima para
pH’s alto. Além disso, antes de iniciarmos o processo de adsor¢do-desorc¢ao
investigou-se a estabilidade da enzima nesses pH’s baixos (a temperatura
ambiente e a — 4°C) e também a influéncia do NaCl na estabilidade da enzima.
Essas duas varidveis foram investigadas uma vez que ndo era possivel eluir a

enzima e as mesmas podiam estar interferindo no processo.

Tabela 4.100. Verificacdo da estabilidade de PGA de B. megaterium em pH = 4,5

e 4,9 (temperatura ambiente e a — 4°C).

Amostra Tempo Atividade
(minutos) (UI/L)

Caldo pH=4,5 0 343
CaldopH=4,5T=-4°C 20 233
CaldopH=4,5T=-4°C 60 131
Caldo pH =4,5 T = amb. 60 0

Caldo pH =4.9 0 727
CaldopH=49T=-4°C 60 634
CaldopH=4,9 T =amb 60 344
CaldopH=49T=-4°C 120 536
Caldo pH=4,9 T =amb 120 114
CaldopH=4,9T=-4°C 240 428
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Tabela 4.101. Influéncia do NaCl na estabilidade da enzima. Concentracdo final

de NaCl na solucao = 1,5M

Amostra Tempo (min) | Atividade (UI/L)
CaldopH =49 T=-4°C 0 240
CaldopH=4,9 T=-4°C 20 200

Os resultados obtidos (Tabela 4.100) nos mostram que ocorre muita perda
da enzima quando se ajusta o pH para 4,5 (comparagdo com o caldo a pH = 4,9).
Também ¢ verificado uma desnaturagdo rdpida da enzima quando a mesma se
encontra nesse pH. Em relagdo ao pH 4,9, a enzima se manteve mais estavel,
principalmente a temperaturas baixas (- 4°C). Dessa forma, decidiu-se realizar os
ensaios de adsorcao-desor¢cdo em camara fria e o caldo de cultivo ajustado para
pH 4,9. Cabe observar que o NaCl na molaridade de 1,5 ndo afetou a atividade
enzimatica dentro de 20 minutos, tempo este suficiente para realizar o processo de
eluicdo, portanto, pode-se concluir que o NaCl ndo estd ocasionando desnaturagao
da enzima e utilizou-se na sequéncia diversas molaridades para estudar o seu
efeito na eluicao (0,15M; 2M; 3M). Paralelamente, realizou-se um ensaio onde o
tampao eluente com NaCl foi substituido por uma solu¢do de NaOH 0,25M/NaCl
0,25M pH = 9. Esses resultados sdo apresentados na Tabela 4.102 e os pardmetros

quantificados estao na Tabela 4.103.
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Tabela 4.102. Resultados obtidos no processo descontinuo de adsor¢ao-desorcao

da PGA de B. megaterium na resina Streamline-SP utilizando diferentes

molaridades de NaCl no tampdo eluente. Clarificado = solugdo enzimatica no

tempo zero; extrato = solugdo enzimatica apds passar pelo gel; lavagem = tampao

utilizado para lavar o gel; eluido = tampao com NaCl utilizado para eluir a

enzima.
Variavel Amostra Atividade | Proteinas Atividade
(eluicao) (UI/L) (g/L) especifica
(UI/mg proteinas)
(1) Clarificado 418.9 1,7 0,25
Tampao Extrato 187,3 1,6 0,12
eluente com Lavagem 15,1 0,09 0,17
0,15M de NaCl Eluido 1 0 0 0
pH =49 Eluido 2 0 0 0
(2) Clarificado 396,4 1,6 0,25
Tampao Extrato 204,7 1,58 0,13
eluente com Lavagem 8,5 0,05 0,17
2M de NaCl Eluido 1 18,0 0,03 0,6
pH =4,9 Eluido 2 14,2 0 0
3) Clarificado 396,4 1,6 0,25
Tampao Extrato 196,7 1,5 0,13
eluente com Lavagem 18,0 0,09 0,20
3M de NaCl Eluido 1 43,5 0,03 1,45
pH =49 Eluido 2 19,9 0 0
(4) Clarificado 387,9 1,1 0,35
Solucao de Extrato 166.,5 0,95 0,17
NaOH 0,25M Lavagem 0 0 0
/NaCl 0,25M Eluido 1 33,1 0 0
pH =9 Eluido 2 0 0 0
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Tabela 4.103. Efeito da molaridade do NaCl no tampao eluente nos parametros de

adsorc¢ao quantificados

Variavel Cap. R.E. | R.A. | RO. | F.P1 | F.P2
(Tampao eluente) Adsorcao (%) (%) (%)
(U/mL gel)
(1) 2,1 0 49,5 0 0 0
) 1,8 10,8 | 45,0 | 49 | 24 0
3) 1,7 22,3 | 43,1 9,6 | 5,8 0
4) 2,1 9,0 57,1 5,1 0 0

R. E. =rendimento de eluicdo R. A. =rendimento de adsorcao
R. O. =rendimento de operagao

F.P1= fator de purificacdo 1 (relacionado ao eluido 1)

F.P2 = fator de purificacdo 2 (relacionado ao eluido 2)

Observa-se nesses ensaios (Tabela 4.103) que para tampdes eluentes com
concentragdes de NaCl a partir de 2M (2) conseguiu-se eluir a enzima, ainda que
em pequenas concentracdes. Essa molaridade utilizada ¢ bastante alta quando
comparada com a utilizada com a PGA de E. coli (0,15M) e mesmo assim ndo foi
possivel obter os mesmos rendimentos (média de 80%). Duas possiveis
explicagdes para a PGA de B. megaterium apresentar esse comportamento era
primeiro o fato dessa enzima ser estruturalmente muito diferente e
consequentemente apresentar maior numero de cargas que se ligam ao suporte,
tornando o processo de elui¢do muito dificil e, segundo, poderia estar ocorrendo
desnaturacdo da enzima na etapa de lavagem (tampao citrato 20 mM pH = 4,9). A
estabilidade da enzima ja havia sido verificada neste pH , no entanto, quando se
testou a estabilidade, a mesma encontrava-se em um caldo de cultivo na presenca
de varios nutrientes. Na etapa de lavagem a enzima estd praticamente pura no gel
e isso pode tornar a enzima mais sensivel ao pH.

Tomando como base essas duas possiveis hipoteses, resolveu-se ajustar o
pH do meio de cultivo (pH = 4,9) com acido fenil acético (AFA) 0,1M, que ¢ o
inibidor competitivo da enzima. O fato do inibidor se ligar no sitio ativo da
enzima fard com que a enzima esteja mais protegida e também que ocorra uma
mudanca conformacional. Pretende-se com a adi¢ao de AFA ao meio atuar nos

dois possiveis problemas. O efeito somente do ajuste do pH com AFA pode ser
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verificado no ensaio 1, onde se utilizou todas as outras condi¢Oes constantes
(lavagem com tampao citrato 20 mM pH = 4,9, e eluicdo com o mesmo tampao
adicionado de 0,15M de NacCl).

Ainda, para ter certeza se era o pH que estava causando desnaturac¢do da
enzima fez-se também o processo de adsor¢cdo-desor¢cdo sem a etapa de lavagem e
as elui¢des ndo foram mais com tampao citrato 20 mM pH = 4,9 com adicao de
NaCl e sim com uma solu¢dao de NaCl 2M e 0,15M ( pH =6,3). A molaridade do
NaCl foi testada novamente uma vez que poderia estar ocorrendo desnaturagdo da
enzima pelo pH e portanto a molaridade do NaCl de 0,15M poderia ser o

suficiente para eluir a enzima. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.104.
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Tabela 4.104. Resultados obtidos no processo descontinuo de adsor¢ao-desorcao

da PGA de B. megaterium na resina Streamline-SP em diferentes condi¢des de

lavagem e eluicdo. Clarificado = solu¢do enzimatica no tempo zero; extrato =

solugdo enzimatica apos passar pelo gel; lavagem = tampao utilizado para lavar o

gel; eluido = tampao com NaCl utilizado para eluir a enzima.

Variavel Amostra | Atividade | Proteinas A. Esp.
(UI/L) (g/L) (Ul/mg proteinas)

Clarificado 563 1,9 0,29

(1) padrao Extrato 129 1,7 0,08

lavagem: tampao Lavagem 12,3 0,07 0,18
Eluicdo: tampao + Eluido 1 9,5 0 0
150mM NaCl Eluido 2 0 0 0

Clarificado 622 1,9 0,33

(2) Extrato 168 1,7 0,10

lavagem: tampao Lavagem 11 0,03 0,37

Eluigéo: NaCl 2M Eluido 1 57 0,03 1,90
Eluido 2 0 0 0

3) Clarificado 571 1,9 0,30

sem lavagem Extrato 136 1,7 0,08

Eluigdo: NaCl 2M Eluido 1 196 0,1 1,96

4) Clarificado 549 2,7 0,20

Sem lavagem Extrato 194 2,6 0,07

Elui¢do: NaCl 0,15M | Eluido 1 19 0,1 0,19
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Tabela 4.105. Efeito de diferentes condi¢des de lavagem e elui¢ao nos parametros

de adsor¢do quantificados

Ensaios q q R.E. | RRA. | RO. | FP1 | F.P2
(U/mL | (mg prot./mL (%) (%) | (%)
gel) gel)
(1) 4,1 0,9 1,4 73,6 1,0 0 0
(2) 4.4 1,5 7,8 70,2 5,5 5,8 0
3) 4,4 2,0 27 76,2 | 20,6 | 6,5 -
4) 3,6 1 32 64,7 2,1 0,9 -

R. E. =rendimento de eluicdo R. A.=rendimento de adsorc¢io
R. O. = rendimento de operacdo

F.P1= fator de purificagdo 1 (relacionado ao eluido 1)

F.P2 = fator de purificagéo 2 (relacionado ao eluido 2)

O fato de ajustarmos o pH do caldo com AFA e realizar o processo nos
modos padrdes ndo resultou em melhoras na etapa de eluicdo (ensaio 1 — Tabela
4.105). No entanto, quando a etapa de lavagem foi eliminada e o eluente utilizado
foi NaCl 2 M obtivemos os melhores resultados encontrados até o momento, para
a PGA de B. megaterium (ensaio 3). A comparacao dos ensaios 2 € 3 nos mostram
que o pH do tampao de lavagem est4 ocasionando desnaturacdo da enzima. Além
disso, o eluente com forga idnica de 0,15M de NaCl nido ¢ suficiente para eluir a
enzima (ensaio 4).

Com a obten¢ao desses resultados partiu-se para a realizacao da adsor¢do

em leito expandido.

4.7.5.2. Adsorcao Continua

A adsor¢ao continua para a PGA de B. megaterium foi realizada somente
em coluna com leito expandido e para solu¢do clarificada do caldo do cultivo. As
condicdes utilizadas foram ajuste de pH do clarificado para 4,9 com acido fenil
acético, eliminacdo da etapa de lavagem e eluicdo com solucdo de NaCl 2M.
Cabe observar que a etapa de lavagem ¢ feita para eliminar proteinas que nao
estdo adsorvidas o suficiente no gel, contudo, ao longo do trabalho ndo foi
encontrado proteinas nesta fracdo, fato este que permite eliminar essa etapa. As

condi¢cdes operacionais foram:



Vazao na adsor¢ao de 4 mL/min

Vazao na eluicao de 2,0 mL/min

Altura inicial da coluna com o suporte = 7,0 cm

Altura final da coluna com o suporte expandido = 14 cm

Volume total de clarificado (extrato enzimatico) = 90 mL

Volume morto 15mL

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.106.
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Tabela 4.106. Resultados obtidos na adsor¢do continua em leito expandido de

PGA de B. megaterium em solugdo clarificada.

Etapa Amostras AE Proteinas A.Esp. V | A/A0O | P/PO | F.P
mim) | OUL) | L) | S Ly
E(0) 596 2.8 2129 | 90 | 1 1 1
S(3) 0 0 0,0 21 0] 0o

Adsorgao g3 62 0,4 1550 | 20 | 0,1 | 0,1 | 07
S(7) 190 1,8 1056 | 28 | 03 | 0,6 | 05
S(9) 235 2,5 940 | 36 | 04 | 09 | 04
S(11) | 292 2,6 1123 | 44 | 0,5 ] 09 | 05
S(13) | 376 2,7 1393 | 52 | 06 | 1,0 | 07
S(15) | 354 2,6 1362 | 60 | 0,6 | 0,9 | 0,6
S(22) | 369 2,6 1419 | 88 | 0,6 | 09 | 07
EI2) 0 0 0,0 92 0
El4) | 2762 12 2301,7 | 96 10,8

Elicio | EN©) | 761 0,3 2536,7 | 100 11,9
EI(10) | 184 0 0,0 108 0
El(12) | 116 0 0,0 112 0
EI(15) | 26 0 0,0 118 0
EI(25) 0 0 0,0 138 0

A capacidade de ligacdo dinadmica foi calculado a partir da formula 1 do

item 4.6.2.1.4. e o valor obtido foi 4,7 Ul/ mL gel. Esse valor obtido estd de

acordo com o obtido para os ensaios realizados de modo descontinuo (Tabela
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4.105) e com os valores obtidos para a PGA de E. coli (item 4.6.2.1.4 ). Os fatores
de purificagdo atingidos também sdo semelhantes com aqueles obtidos para a
PGA de E. coli. No entanto, o rendimento de recupera¢dao da enzima foi de 33%,

valor este abaixo do obtido quando se aplicou esta técnica para a PGA de E. coli

(90%).
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5. Conclusoes e Sugestoes

5.1. Conclusoes

Com base no trabalho realizado, conclui-se que:

e A forma e o tempo de armazenamento do microrganismo interferem
em seu metabolismo e consequentemente na produgdo de PGA. O
armazenamento em ultrafreezer a —70°C utilizando glicerol 20% (v/v)
como crioprotetor se mostrou uma técnica eficiente de conservagao.

e Com relagdo a influéncia dos nutrientes na produ¢ao de PGA chegou-
se as seguintes constatagdes:

1. A adicdo de sais no meio (composi¢do baseada em Illanes et
alli.,1994) ¢ essencial para se obterem maiores niveis de
atividade;

2. Glicose e glicerol ocasionam repressdo catabolica na sintese da
enzima. Enquanto o microrganismo estd consumido esses
acucares facilmente metabolizaveis nao ha produgdo da enzima ;

3. Consumo de lactose nao ¢ significativo;

4. A fonte de nitrogénio ¢ uma variavel de fundamental importancia.
4.1. Os resultados obtidos mostram que o microrganismo

somente produz PGA quando esta consumindo aminoacidos
como fonte de carbono e nitrogénio.

4.2. A sintese de enzima ¢ fortemente regulada por nitrogénio.
Altas concentragdes de a.a. inibem a producgdo da enzima,
podendo até mesmo nao permitir a germinagao dos esporos
de B. megaterium. O uso de a.a. livres em concentragdes em
torno de 10 g/L conduziu aos melhores resultados de

producdo de PGA;



260

5. O acido fenil acético comprovou ser o indutor da enzima. A sua
concentragdo ¢ uma variavel muito importante, obtendo-se como
melhores resultados os valores de 2,7 g/L. Estudos utilizando o
dobro desse valor (5,4 g/L) mostram repressdo na sintese da
enzima. A omissdo do AFA reduz praticamente a metade a
producdo de PGA. Com relagdo ao tempo de adigdo, verificamos
que se adicionado até 8 horas apds a inoculagdo do
microrganismo ndo hé interferéncia na producdo de PGA. Dessa
forma optamos pela adigdo no inicio do cultivo. O microrganismo
consome rapidamente AFA como fonte de carbono.

6. O soro de queijo possui fatores de crescimento ou entdo
micronutrientes que sdo essenciais para o crescimento do
microrganismo € consequentemente para a producao de PGA.
Esses nutrientes foram mais relevantes quando se utilizou o meio
com aminodcidos livres, uma vez que quando se utiliza meio com
caseina hidrolisada o efeito da auséncia do soro de queijo ¢
menos drastico, indicando estarem esses fatores presentes no
hidrolisado de caseina;

As melhores condi¢des operacionais encontradas no biorreator foram

a auséncia de controle de pH, adi¢do de AFA no inicio do cultivo e

controle de oxigénio dissolvido préoximo de 20% da saturacdo. A

alimentacdo de nutrientes, nas concentragdes, velocidades e tempos

de alimentacao estudadas ndo resultaram em aumento da producao de

PGA. Estudos realizados em biorreator mostram que a produgdo da

enzima estd associada ao crescimento do microrganismo. Este

trabalho permitiu o aumento das atividades enzimaticas de 56 UI/L e

8,6 Ul/g célula, obtidas no primeiro ensaio realizado com o indculo

padronizado, para 220 UI/L e 65 Ul/g célula.

Condig¢des utilizadas para maxima produ¢do de PGA por E. coli

quando aplicadas para B. megaterium nao conduziu a producdo de

enzima.
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A precipitacdo por etanol s6 torna-se viavel quando operada a pH 6,
dentre os pH’s estudados. Também nao ¢ interessante a realizagao de
prévia didlise quando se aplica a precipitagdo com etanol. A
porcentagem de enzima recuperada foi em torno de 30% e os fatores
de purificacdo obtidos foram muito baixos. Apesar de todos os
processos de purificagdo apresentarem bastante perdas durante os
processos, esse valor esta abaixo do esperado, uma vez que para se
obter a enzima pura sera necessario realizar outras etapas de
purificagdo e, portanto, as perdas ainda serdo maiores.

Na adsor¢do em leito expandido para PGA de B. megaterium a
atividade recuperada foi semelhante a encontrada na precipitacao por
etanol (em torno de 30%), no entanto, os fatores de purificacio
encontrados foram muitos maiores (aproximadamente 12). Esse fator
torna a técnica de adsorcdo em leito expandido mais vantajosa em
relacdo a precipitacdo com solventes. A capacidade de ligagdo
dindmica foi proxima de 5 Ul/mL de gel para ambas as enzimas
(proveniente de B. megaterium e E. coli).

A técnica de microfiltragdo, utilizada para remocao da massa celular,
nao ocasionou perdas na atividade enzimatica.

A ultrafiltragdo, quando operada a frio (4°C), mostrou-se uma técnica
muito eficiente, com grandes concentracdes no volume do caldo, sem
que ocorresse muita perda da enzima. Na aplicagdo desta técnica
também houve uma parcial purificacdo, uma vez que os aminoacidos
contidos no meio conseguem permear a membrana. Essa técnica
mostrou-se a mais eficiente para recuperagdo/concentracdo de PGA,
sendo ainda de facil escalonamento. A ultrafiltracdo conseguiu
concentrar a enzima até atividade final 1541UI/L (fator de

concentragdo de 9 vezes em atividade).
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5.2. Sugestoes

Com base neste trabalho, sdo apresentadas as seguintes sugestdes:

e Investigacdo do “pool” minimo de aminodcidos necessarios para a

producao de PGA.

e Investigagcdo de diferentes velocidades de adi¢do de aminoé4cidos em
batelada alimentada pois a produgdo da enzima parece ser fortemente
influenciada pela concentragdo de nitrogénio no meio, bem como

estratégias de alimentacdo dos outros nutrientes.

e Estudo mais aprofundado da influéncia da concentragdo de oxigénio

dissolvido na produ¢ao de PGA em biorreator

e Estudo de diferentes pH’s na precipitacdo por solventes, pois essa

variavel mostrou grande influéncia na atividade recuperada.

e Aplicagdo da adsor¢do em leito expandido utilizando-se caldo bruto
de fermentagdo. Também seria interessante testar resinas anionicas,
pois o pH do caldo de cultivo do B. megaterium se encontra em

aproximadamente 9, ndo sendo necessario, portanto, corrigir o pH.

e E por fim, estudos de clonagem do gene PGA e posterior expressao

desses genes clonados.
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