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RESUMO

RESUMO

Penicilina G acilase (PGA) ¢ das enzimas de maior impacto na saide humana,
pois catalisa a desacilacdo de penicilinas naturais, principalmente a penicilina G, para a
obtengdo do acido 6-aminopenicilanico (6-APA), composto chave na producdao de
antibidticos B-lactdmicos. Ela é produzida por diferentes microrganismos, dentre os
quais Bacillus megaterium, um dos poucos que secreta a enzima. A produgdo de PGA
por esse microrganismo vem sendo estudada ha tempos no DEQ-UFSCar. Xanthomonas
campestris possui em seu DNA a seqiiéncia genética que codifica PGA e teste
preliminar de cultivo de linhagem desse microrganismo doada pelo Departamento de
Genética e Evolugdo da UFSCar mostrou producgdo extracelular de PGA. Foi iniciado,
por isso, meses depois, estudos de producdo de PGA por X.campestris, reativando-se
cultura do microrganismo que estava armazenada no DEQ-UFSCar. Em paralelo, foram
obtidas e testadas outras linhagens desse microrganismo, procedentes da Coleg¢ao de
Culturas Tropical (CCT) e do Instituto Agrondémico do Parand (IAPAR). Cultivos
dessas novas linhagens de X. campestris mostraram crescimento celular pequeno, sem
produgdo de PGA. Comparando-se essas novas linhagens com o microrganismo que se
vinha trabalhando pode-se verificar entdo que este nao era X. campestris. O
microrganismo foi a seguir enviado para identificacdo na Fundag¢do André Toselo. O
laudo dessa Instituigdo mostrou que o microrganismo que vinha sendo cultivado era
Bacillus megaterium de Bary 1884*" (ATCC 35985). Esse resultado ja era esperado,
pois havia muitas semelhangas entre as duas culturas. Contudo, havia também algumas
diferengas, que motivaram o envio para identificagdo criteriosa do microrganismo
produtor de PGA. Assim, ao mesmo tempo em que foram realizadas tentativas de
adaptacdo das novas linhagens de X. campestris visando producdo de PGA, foram
investigadas diferentes condigdes operacionais de producdo da enzima com o
microrganismo identificado como B. megaterium, tanto em camara rotativa ‘shaker’
como em biorreator, bem como a caracteriza¢do da enzima produzida.

Ensaios de germinagdo/propagagio de Bacillus megaterium, a 30°C, realizados
em ‘shaker’, mostraram que o microrganismo atinge fase estaciondria em 24 horas, com
velocidade maxima especifica de crescimento pmg = 0,33h™. O pH inicial onde se
obtém a maior atividade de PGA ¢ 8,0 para o meio de crescimento (propagagdo) e pH
7,0 para o meio de producdo. Cultivos a diferentes temperaturas mostraram que 30°C € a
temperatura 6tima tanto para o crescimento do microrganismo quanto para producdo da
enzima. O meio de cultivo composto por aminoacidos consumidos preferencialmente
pelo microrganismo - 20 g/L, fenilacetato de potéssio - 3,5 g/L, solu¢do com diferentes
sais — 0,22 g/L, e soro de queijo-20,0 g/L mostrou ser o mais eficiente na produgdo da
PGA, atingindo maxima concentracdo celular e atividade enzimatica, 4,59 g/L. e 592
UI/L, respectivamente, em 36 horas de cultivo, com pHs para os meios de crescimento e
produgdo iguais a 8,0 e 7,0, respectivamente, e temperatura controlada em 30°C.

Cultivos do microrganismo em biorreator de 2 L mostraram que a adigdo de
nutrientes na forma de pulsos é estratégia eficiente, proporcionando aumento nos niveis
de producdo da enzima. Estudo da influéncia de oxigénio dissolvido na producdo de
PGA mostrou que manutengdo de 10% de satura¢dao durante todo o cultivo conduz a
méxima atividade enzimatica, 451 UI/L. Essa deve ser realmente a condi¢do 6tima para
oxigénio, pois pela primeira vez se obteve maior atividade enzimatica no biorreator e
ndo no ensaio em ‘“‘shaker”, sempre realizado em paralelo para padronizacao do estudo.



RESUMO

Resultados obtidos na caracterizacdo da enzima confirmaram os valores ja
obtidos anteriormente para PGA de B. megaterium: temperatura ¢ pH 6timos foram
47°C e 8,0, respectivamente; parametros cinéticos obtidos por ajuste do modelo de
Michaelis-Menten a dados de velocidades iniciais de hidrélise de penicilina G catalisada
por PGA, a 370C, foram: Vmax 1,1*10'3 mmol/min*Ul e K, 1,51 mM; meia-vida da
enzima a 60°C ¢ de 10 minutos, com inativagdo completa apos 45 minutos de
exposicao. Quanto a estabilidade alcalina, verificou-se a completa desnaturagao de PGA
apds 90 minutos de incubagdo a pH 11,0, com tempo de meia vida de 1 minuto.



ABSTRACT

ABSTRACT

Penicillin G acylase (PGA) is an enzyme of major impact in human health for
catalyzing the deacilation of the penicillin G, to yield 6-aminopenicillanic acid (6-
APA), key intermediate in the semi-synthetic antibiotics production. Several
microorganisms produce PGA, but Bacillus megaterium is capable of secreting it to the
medium. PGA from B. megaterium has been studied in DEQ-UFSCar. Xanthomonas
campestris presents in your DNA the genetic sequence that codify acylase penicillin and
tests with a strain of this microorganism from Departamento de Genética e Evolucao da
UFSCar showed PGA extracellular production. Studies in PGA production were
initiated with the microorganism stored in DEQ-UFSCar. At the same time, strains of X.
campestris from Cole¢do de Culturas Tropical (CCT) and Instituto Agrondémico do
Parana (IAPAR) were tested. However, assays with these strains showed little cellular
growth and no enzymatic activity. The microorganism reactivated was send to Fundagao
André Toselo for identification. The result showed that the microorganism was Bacillus
megaterium. Therefore, at the same time that realized adaptations tries with the new
strain of X. campestris, studies of production operational conditions of PGA were
performed with strain of Bacillus megaterium, in shaking flasks and bioreactor, as well
the enzyme characterization

Germination/ propagation of B. megaterium experiments, at 30°C, carried out in
shaking flasks showed that the growth time of microorganism in the inoculum step was
24 hours and maximum specific growth rate was pms = 0.33h”. Assays in shaking
flasks were carried out in shaker at 30°C and 300 rpm intend to determine the most
adequate pH for the enzyme production in both, microorganism propagation phase and
enzyme production phase The results showed that the best pHs among the tested ones
were pH 8.0 and 7.0, for the propagation and production phases, respectively, with 355
IU/L. The culture medium with preferentially consumed amino acids — 20,0 g/L,
potassium phenylacetate — 3,5 g/L, solution with differents salts — 0,22 g/L and cheese
whey — 20,0 g/L was the more efficient in PGA production, carried out maximum
cellular growth and enzymatic activity, 4,59 g/L and 592UI/L, respectively, in 36 hours.

Assays in a 2-L bioreactor, with production medium in the presence of amino
acids preferably consumed 10.0 g/L, cheese whey 20.0 g/L, solution of salts 0.22 g/L
and inducer potassium phenylacetate 3.5 g/L, indicated that the addition of nutrients
during the fermentation is a efficient strategy, providing enzyme production increase. In
the study of the influence of oxygen dissolved, carried out in bioreactor too, maximum
enzymatic activity was 451 IU/L with 10% of saturation. Moreover, the maximum
enzyme production was observed in the bioreactor and not in shaking flasks, like in all
experiments until this.

In the stage of characterization of the penicillin G acylase from Bacillus
megaterium, optimum values of temperature and pH were, 47°C and 8.0, respectively.
The Michaelis Menten model fitted resulting in estimated K,, and Vs parameters
values of 1.51 mM and 1.1%10° mmol/min*IU, respectively. The activation energy
estimated was 27.12 KJ/mol.The results showed that PGA from Bacillus megaterium
deactivate completely after 45 minutes of incubation at 60°C and 90 minutes in pH
11.0.
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NOMENCLATURA

Nomenclatura
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CAPITULO 1. INTRODUCAO 1

1 INTRODUCAO

As enzimas tém sido usadas em sua forma nativa ha séculos na industria
de alimentos, e mais recentemente, gragas a avancgos tecnoldgicos, nas industrias
farmacéutica e quimica. A grande preocupacdo ambiental desencadeou uma procura
intensa por outras alternativas, as chamadas "tecnologias limpas". As enzimas sao uma
dessas tecnologias que irdo, gradativamente, substituir muitos componentes quimicos
utilizados nos processos industriais atuais. Isso demonstra o grande poder de
minimizacdo de problemas ambientais oferecido pelas enzimas, devido as suas
caracteristicas, que podem ser resumidas em: capacidade de trabalhar em baixas
temperaturas e condi¢cdes amenas; substituicdo de condigdes € componentes quimicos
perigosos resultando em economia de energia e diminuicdo da poluigcdo; alta
especificidade, ndo produzindo efeitos inesperados no processo de producdo; sdo
empregadas no tratamento de residuos bioldgicos e; por serem biodegradaveis, as
enzimas sao facilmente absorvidas pela natureza.

Alguns avangos importantes para viabilizd-las economicamente
ocorreram a partir da consolidacdo e ampliagdo do acesso a técnicas de engenharia
genética e metabolica e do estabelecimento de processos eficientes de imobilizagdo de
enzimas. Esse assunto ¢ de grande atualidade e vem sendo objeto de intensa pesquisa
académica e industrial (Bruggink et al., 1998), em particular o do grupo de pesquisa
Engenharia dos Processos Enzimaticos da UFSCar.

A Penicilina G Acilase (PGA) ¢ um eloqiiente exemplo de substituicdo
progressiva de processo quimico por enzimatico, sendo a segunda enzima mais usada
industrialmente no mundo na forma imobilizada, abaixo somente da glicose isomerase
(Ospina, 1992). A principal aplicagdo da penicilina G acilase (PGA) ¢ na hidrdlise da
penicilina G e cefalosporina para a produ¢do dos acidos 6-aminopenicilanico (6-APA) e
7-aminocefalosporanico (7-ACA), que sdo compostos chave na producao industrial de
antibidticos P-lactamicos semi-sintéticos, tais como ampicilina, amoxicilina e
cefalexina. Esses antibidticos t€ém ampla aplicagao como agentes terapéuticos, o que faz
com que venha crescendo a produ¢do mundial do 6-APA (Shewale e Sivaraman, 1989).
Estima-se que mais de 88% do 6-APA produzido mundialmente ¢ obtido

enzimaticamente por PGA. (Rajendhran et al., 2004).
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Penicilina G acilase pode ser produzida por diferentes microrganismos,
dentre eles destacam-se a Escherichia coli e Bacillus megaterium, que ¢ um dos poucos
que a produz de modo extracelular, simplificando assim os procedimentos de separagao
e purificagdo.

A producao de PGA por Bacillus megaterium vem sendo estudada ha
tempos na area de Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSCar em busca do aumento da
concentragdo final da enzima no meio de cultivo. Diversos trabalhos no tema ja foram
desenvolvidos, enfocando diferentes aspectos da produgdo e purificagdo da enzima
(Pinotti, 2003; Souza, 2003; Silva, 2003; Nucci, 2003).

Embora nunca tenha sido reportada na literatura como produtora da
enzima, a bactéria Xanthomonas campestris ja foi amplamente estudada como produtora
de goma xantana, um polissacarideo de alto valor comercial. Pinotti, 2003, em parceria
com o Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas da UFSCar, ao estudar a producdo de PGA por Escherichia coli
recombinante, identificou que a sequéncia genética que codifica a penicilina acilase
também estava presente no DNA de X. campestris, fato este que motivou a realizagdo de
testes de produgdo da enzima por este microrganismo.

A busca por altas produtividades aliadas a baixos custos de processo tem
incentivado, além do estudo de diferentes linhagens para producdo da enzima, a
otimizagdo das condi¢des operacionais. Neste contexto, investigou-se também neste
trabalho, a producao extracelular de PGA por Bacillus megaterium.

Assim, os objetivos deste trabalho foram:

A) Produgdo de PGA por Xanthomonas campestris em camara rotativa;

B) Padronizacao do tempo de cultivo e concentracao celular na etapa de crescimento do

Bacillus megaterium;

C) Otimizac¢ao das condi¢des de cultivo para produgdo de PGA por Bacillus megaterium
em camara rotativa:
- pH inicial

- temperatura
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- composi¢ao de meios de cultivo

D) Produgdo de PGA por Bacillus megaterium em Biorreator:
- Influéncia da concentragao de oxigénio dissolvido

- Influéncia da adi¢do de nutrientes na forma de pulsos

E) Caracterizacdo da PGA de Bacillus megaterium quanto a:
- Temperatura 6tima
- pH o6timo
- Estabilidade térmica
- Estabilidade a pH alcalino
- Energia de ativagao

- Parametros cinéticos (Vimax € Ki)
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Penicilinas
2.1.1 Breve Historico

Os antibidticos s3o produtos do metabolismo secundario de
microrganismos, que inibem o processo de crescimento de outros microrganismos,
inclusive quando utilizados em baixas concentragdes. Eles interferem no metabolismo
celular e por mecanismos diversos levam a interrupcdo da atividade das células,
inibindo seu crescimento ou eliminando os microrganismos patogénicos.

Em 1929, Alexander Fleming, em seu laboratdrio no Saint Mary’s
Hospital de Londres, descobriu um agente antibacteriano produzido por um Penicillium.
Quando observava algumas colonias de estafilococos que cresciam em placas de agar
que se haviam contaminado com fungos do ar, notou que as colonias nas vizinhangas de
um fungo se mostravam translicidas. Elas estavam sofrendo um processo de lise.
Fleming fez crescer o Penicillium sobre a superficie de caldo nutriente e verificou que
uma substancia antimicrobiana era secretada no meio. A essa substancia deu o nome de
Penicilina.

Essa descoberta representou para a biotecnologia a introducdo de um
novo produto comercial, de uso terapéutico, alem dos tradicionais alimentos e bebidas
para o consumo de homens e animais.

Em 1940, Chain et al. publicaram trabalho sobre as propriedades
quimicas, farmacologicas e quimioterdpicas da substancia produzida pelo fungo e
descrita por Fleming. Era um pé castanho, levemente soluvel em 4gua , obtido do meio
de cultura, que, mesmo ndo sendo puro, mostrou atividade antibacteriana muito alta e
ndo parecia relacionar-se com qualquer substancia quimioterapica em uso na €poca.

Foi na Inglaterra, em 1941, que a penicilina foi testada pela primeira vez
em ser humano. Em 1942, iniciaram-se os testes clinicos nos Estados Unidos. Devido as
péssimas condicdes impostas pelo estado de guerra, na Inglaterra, verificou-se a
impossibilidade de se produzir a penicilina em grande escala naquele pais. Em 1941,
Howard Walter Florey e N. G. Heatley foram para os Estados Unidos e, nos laboratérios

americanos, com a colaboracdo de Robert D. Coghill aperfeicoaram as técnicas
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britanicas e as aplicaram na manufatura industrial da penicilina naquele pais. Em 1945,
Fleming, juntamente com Florey e Chain ganharam o prémio Nobel de medicina.

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

cinéticas, foram paulatinamente sendo utilizadas (Ligon, 2004).

2.1.2 Estrutura Quimica

A estrutura basica das penicilinas ¢ o acido 6-aminopenicilanico (6-
APA), que consiste em um anel tiazolidinico (2) com um anel B-lactamico (1)
condensado. A acilagdo do grupo amino presente na posicdo 6 do 6-APA gera as

diferentes penicilinas, como mostra a Figura 2.1.

Iy S CH
R—N—C—c” >cl 7
11 2 1 CH;
C—N——C—HOOC
0 H

Figura 2.1 - Estrutura quimica do 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA) com a por¢do

variavel acilada na posicao 6.

O anel B-lactamico ¢ essencial para atividade antimicrobiana e a cadeia
lateral determina o espectro de atividade e as propriedades farmaco-cinéticas do
composto. Modificagdes estruturais da cadeia lateral da penicilina podem levar de
algum modo a um aumento da estabilidade frente as -lactamases e assim, expandir a

atividade antibacteriana das penicilinas (Menezes et al., 2000).

2.1.3 Classificacao

Dependendo da forma de obtencao, as penicilinas podem ser classificadas

em biossintéticas ou semi-sintéticas.
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2.1.3.1 Penicilinas Biossintéticas

As penicilinas biossintéticas, também chamadas de penicilinas naturais,
sdo produzidas diretamente do cultivo de microrganismos.

A linhagem original usada para a produgdo de penicilina na auséncia de
precursor, produzia uma mistura das seis penicilinas listadas na Tabela 2.1. Os estudos
sobre a elucidacao da estrutura da penicilina, contudo, levaram ao estabelecimento que a

producdo de uma dada penicilina requeria o fornecimento da cadeia lateral respectiva

(Menezes et al., 2000).

Tabela 2.1 - Penicilinas biossintéticas (Menezes et al., 2000)

Penicilina Correspondente
(Nome usual)

o Benzilpenicilina
@ CH (Penicilina G)
o p-Hidroximetilpenicilina
HOO CH2 (Penicilina X)
o Fenoximetilpenicilina
@ OCH, (Penicilina V)

Radical R

CHA(CH-)s — n-Amilpenicilina
3(CH2)4 (Dihidropenicilina F)
o n-Heptilpenicilina
CHy(CHa)s (Penicilina K)
- 2 Pentenilpenicilina
H3CH,CH=CHCH, —
CHyCHCH=CHCH, (Penicilina F)

CH3CH=CHCH,;CH, — 3 Pentenilpenicilina
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As penicilinas de maior interesse nesse grupo, por apresentarem
importancia terapéutica, sdo Penicilina V, fenoximetil penicilina, com o radical fenoxi
acetila ligado ao 6-APA e a Penicilina G, benzil penicilina, com um radical fenil acetila
ligado ao nucleo B-lactamico.

A penicilina G pode ser obtida naturalmente em cultivos de Penicillium
chrysogenum ou Penicillium notatum na presenc¢a do precursor acido fenilacetico ou
fenil acetato de potassio. Além de sua atividade intrinseca como antibiotico, ¢ também
utilizada como matéria-prima para a producao dos antibidticos semi-sintéticos através

da mudanga no radical ligado ao grupo amino do 6-APA (Pelkzar et al., 1986).

2.1.3.2 Penicilinas Semi-sintéticas

Em muitos casos as propriedades dos antibidticos naturais nao sao
adequadas para aplicacdo terapéutica, sendo necessarias algumas melhorias como:
maior atividade com igual ou menor toxidade, menores efeitos colaterais, faixa
antimicrobiana mais ampla, maior seletividade contra certos patdogenos e melhores
propriedades farmacologicas. Além disso, o uso indiscriminado de antibidticos tem sido
responsavel, em grande parte, pelo aumento da resisténcia de certos microrganismos aos
agentes quimioterapicos (Schmidell, 2001).

Tentando contornar essa situag¢do, foram sintetizados novos antibioticos,
inclusive as penicilinas semi-sintéticas, sendo algumas altamente efetivas no combate as
populagdes resistentes a penicilina, dentre elas meticilina e nafcilina. Esses novos
antibioticos apresentavam maior estabilidade, pouca afinidade com [-lactamases,
melhor absor¢do, além de apresentarem menor nimero de efeitos colaterais e grande
espectro de atuacao antimicrobiana frente as penicilinas naturais (Cole, 1981).

Segundo Schmidell, 2001, aproximadamente 38% das penicilinas
produzidas comercialmente sdo utilizadas em medicina humana, 12% em medicina
veterinaria e 43% como matéria-prima para a producdo de penicilinas semi-sintéticas.

O desenvolvimento de penicilinas semi-sintéticas requer a produgdo do
intermediario 6-APA obtido a partir da desacilacio de penicilinas naturais,
principalmente a penicilina G. Partindo do 6-APA ¢ possivel produzir uma grande
quantidade de penicilinas semi-sintéticas, mediante uma acilacdo quimica com os

cloretos correspondentes aos acidos apropriados. Os produtos comerciais mais
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conhecidos sdo ampicilina, propicilina, amoxicilina, cabenicilina, oxacilina entre outros

(Vandamme et al., 1984).

0
— C— S
HO—@f(in C—HN cH, CH—C—NH —, cts
NH. N OOH | N s
? Y NH, 0/ COOH

AMOXICILINA AMPICILINA

Figura 2.2 - Estrutura quimica de antibioticos semi-sintéticos.

A desacilag@o de penicilinas biossintéticas pode ser feita por via quimica
ou enzimatica. Os métodos quimicos tradicionais sdo ecologicamente prejudiciais
devido a sua alta carga poluente e requerem o uso de substincias quimicas perigosas.
Em contrapartida, a conversdo enzimatica ¢ estéreo-especifica, possibilitando aumentar
o rendimento pela reducdo de subprodutos; a reagdo acontece em condigdes mais
amenas ¢ evita o uso de produtos toxicos e reduz os custos de tratamento de efluentes.
(Calleri et al., 2004).

Estudos econdmicos que comparam produc¢do de 6-APA por processos
quimicos e enzimaticos indicam que a via enzimatica ¢ pelo menos 9% mais barata,
podendo chegar a 20% ou mais se a producdo por via enzimatica for integrada a

producao de penicilina G por fermentacao (Parmar et al., 2000).

2.2 Penicilina G Acilase (PGA)

Penicilina acilase foi primeiramente isolada a partir de Penicillium
chrysogenum (Parmar et al., 2000). As penicilinas mais importantes sdo as peniclinas G
e V acilase. De acordo com a fonte a partir da qual a enzima acilase foi isolada, esta
pode ser classificada em dois tipos: as penicilinas acilases provenientes de bactérias tém
maior afinidade para hidrolisar a penicilina G, enquanto as penicilinas acilases
provenientes de actinomicetos e fungos t€ém maior afinidade para hidrolisar penicilina V
(Vandamme e Voets, 1974; Shewale e Sivaraman, 1989). A penicilina G acilase (PGA)
¢ a mais comumente encontrada em aplicacdes industriais. Estima-se que mais de 88%
do 6-APA produzido mundialmente ¢ obtido enzimaticamente por PGA, e o restante por

PVA (Rajendhran et al., 2004).
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Aplicagdes biotecnologicas das penicilinas acilases tem emergido como
uma alternativa para processos quimicos tradicionais: manufatura de antibioticos -
lactamicos, pequenos peptideos isdmeros puros de misturas racémicas (Calleri et al.,
2004).

O nome oficial da penicilina G acilase ¢ penicilina amido hidrolase
(E.C.3.5.1.11) e sua importancia estd na utilizacdo como catalisador na hidrélise da
penicilina G para obtengdo de 6-APA e acido fenilacético (AFA), em processo com
enzimas imobilizadas (Savidge, 1984). A Figura 2.3 ilustra a hidrélise da penicilina G

catalisada pela PGA para producdo de 6-APA.

S CH;
@CHZCONHTK tcm . H,0
4N COOH
PG 0
PGA
S CH;
NHZ‘I\_K: CH; . @—CHZCOOH
4N COOH
0)
6-APA AFA

Figura 2.3 - Hidrolise enzimatica da penicilina G

Penicilina G acilase ¢ produzida por uma grande variedade de
microrganismos, bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Shewale et al., 1989, citam
19 deles. As enzimas de bactérias gram-negativas, tais como Escherichia coli, Kluyvera
citrophila, Providencia rettgeri e Alcaligenes faecalis permanecem acumuladas no
espago peripldsmico enquanto que as PGAs de bactérias gram-positivas, Arthrobacter
viscosus € Bacillus megaterium sdo secretadas para o meio fermentativo (Rajendharan,
Gunasekaran, 2004).

Enzimas provenientes de diferentes microrganismos apresentam
diferentes caracteristicas e propriedades como massa molecular e afinidades pelo

substrato, e valores de pardmetros cinéticos, tal como pode ser observado na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 - Comparacao dos valores de K;, de penicilinas acilases provenientes de

diferentes microrganismos reportados em literatura, utilizando-se penicilina G como

substrato.
Tipo de Kn Referéncia
Microrganismo
Enzima (mM) Bibliografica
Bacillus megaterium ATCC 14945 | Extracelular 1,43 Souza et al., 2005
Mucor gryseocianum Extracelular 0,00018
José et al., 2003
Aspergillus fumigatus Extracelular 0,00014
Escherichia coli ATCC 9637 Intracelular 7,7
Escherichia coli NCIB 8743A Intracelular 0,62 Savidge e Cole, 1975
E. coli NCIB 8743 imobilizada Intracelular 30,0

Pesquisa e desenvolvimento na produgdo de PGA tém sido realizados
principalmente com a enzima obtida de E.coli, apesar da producdo ser intracelular,
originando mais custos para sua recuperacdo. A purificacdo da enzima passa pela
ruptura das células que pode ser feita por sonicagdo em escala de laboratorio e em larga
escala pela passagem das células em um homogeinizador industrial de alta pressao
(Savidge e Cole, 1975). Uma alternativa ¢ a utilizagdo de microrganismos que
produzam a enzima e a secretem para o meio de cultivo. O modo de produgdo da
enzima extracelular torna particularmente interessante o estudo do processo de
producdo, pois as etapas de purificagdo tornam-se simplificadas e conseqiientemente

menos caras.

2.2.1 Alternativas para Producao de Penicilina G Acilase

Estudos vém sendo realizados na produgdo da PGA extracelular de B.
megaterium, que ¢ aplicada industrialmente na producdo de antibidticos semi-sintéticos.
Porém as informacdes sdo dispersas e protegidas por segredo industrial (Illanes, 1994).

A produg¢do de PGA por B. megaterium foi iniciada hd tempos na
UFSCar, no Departamento de Engenharia Quimica. Diversos trabalhos foram
desenvolvidos no tema, enfocando diferentes aspectos da producao e purificacdo da

enzima. Os resultados obtidos até o momento permitiram aumento da producdo desde



CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 11

56 UI/L e 8,6 Ul/g células, no inicio do estudo, para 900 UI/L e 257 Ul/g células.
Estudos de concentra¢do e purificacdo da enzima permitiram se atingir 3000 UI/L,
valores similares aos reportados na literatura (Ilanes et al., 1994).

Contudo, ainda se faz necessario atingir niveis mais altos de concentragao
da enzima no meio de produgdo, de modo que na etapa posterior de concentracao se
consiga chegar a niveis equivalentes aos preparados de E. coli que tém sido doados para
estudo - em torno de 200 UI/mL. Atingir essa meta requer assim ndo s6 continuidade
dos estudos de meio e condi¢des operacionais de produ¢do de PGA com o
microrganismo que vem sendo estudado até o momento, como também uso de outras
abordagens.

Uma alternativa promissora ¢ a produ¢do de PGA recombinante usando
linhagens clonadas (Martin et al., 1995, Lin et al., 2002), com o objetivo de aumentar a
producao de PGA em microorganismos portadores do gene pac.

O microorganismo mais utilizado para a producdo de proteinas
recombinantes ¢ a E. coli uma vez que sua informacao genética ¢ bem conhecida. Este
tipo de bactéria tem sido utilizado em estudos com diferentes abordagens, tais como: a
otimizacdo da producdao de PGA recombinante em culturas de alta densidade celular e
cultivo em bioreatores (Lin Y-H ef al., 2002; Deak et al., 2003), produgdao de PGA de
outros microorganismos (Cai et al., 2004), analise da atividade enzimatica e
enovelamento das subunidades a e B produzidas separadamente ou ndo (Burtscher &
Schumacher, 1992; Flores et al., 2004), estudo da estabilidade segregacional de
plasmideos recombinantes relacionando a estabilidade do plasmideo a producdo da
enzima (Grafkova et al., 2002Valesova et al., 2004) e analise da atividade enzimatica de
PGA recombinante permeabilizada com diferentes solventes organicos (De Leon et al.,
2003). Ainda, De Leon et al, 2003 estudou o efeito da tensdao do oxigénio dissolvido na
producdo de penicilina acilase recombinante em E. coli JM101, utilizando vetor de
expressao pPA102.

Martin et al (1995) subclonaram e expressaram a PGA de B. megaterium
ATCC14945 em E. coli. Os autores nao observaram a secre¢ao da enzima recombinante
sugerindo que o peptideo sinal contido na seqiiéncia do gene pac do bacilo nio é

reconhecido pela maquinaria enzimatica de secrecao da E. coli.
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Yang e colaboradores (2001) subclonaram o gene da PGA do B.
megaterium AC8904 em Bacillus subtilis WB600 utilizando um vetor de expressao sob
controle do promotor P43. A linhagem recombinante ndo precisou nem da indu¢do com
acido fenil acético e nem da termoregulacao durante o processo de fermentacao da PGA
a 37° C em pH 7.0. A enzima recombinante produzida no bacilo foi secretada e atingiu
um nivel de expressiao de 40U/ml sob condi¢des otimizadas. A PGA purificada
apresentou uma atividade especifica de 45U/mg de proteina. Os valores atingidos,
segundo os proprios autores ainda sdo baixos para uma escala de produgdo industrial.

Outra abordagem ¢ busca de novos microrganismos produtores de PGA.
Pinotti, 2003, ao estudar a produgdo de PGA por E. coli recombinante, identificou que a
seqiiéncia que codifica a penicilina acilase também esta presente no DNA de
Xanthomonas campestris. Esse fato motivou a realizagdo de um ensaio preliminar em
camara rotativa inoculado com uma linhagem desse microrganismo doada pelo
Departamento de Genética e Evolugdo da UFSCar. Nesse ensaio, uma enzima produzida
extracelularmente apresentou atividade catalitica na hidrolise de penicilina G, sugerindo

que X. campestris seria um microrganismo promissor nos estudos de produ¢ao de PGA.

2.2.2 Producao de PGA por Bacillus megaterium no DEQ/UFSCar

Dada a importancia do processo de producao de PGA e escassez de
informagdes nesse sentido, 0o DEQ/UFSCar criou uma linha de pesquisa nessa area e ha
tempos vem desenvolvendo trabalhos que possibilitem o entendimento do processo e
formagao de pesquisadores qualificados. O primeiro desses trabalhos, realizado por
Hojo, 1997, estudou a influéncia da composi¢ao do meio de cultura (glicose, caseina
hidrolisada enzimaticamente, acido fenil acético, AFA, e carbonato de calcio),
utilizando planejamento central composto para correlacionar a atividade enzimatica com
as variaveis estudadas, o que permitiu otimizagdo do meio através da analise candnica
da superficie de resposta. As fermentagdes em biorreator utilizando o meio otimizado
mostraram que a excre¢do da enzima ¢ dependente das condi¢des operacionais do
processo (concentracdo de oxigénio dissolvido, controle de pH e adigdo de AFA). A
produgdo de PGA chegou em torno de 250 UI/L, valores semelhantes ao obtidos por

Illanes et al.,1994.
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No segundo trabalho realizado no departamento, Berazain, 1997, estudou
a aplicacdo do soro de queijo como fonte de carbono na produgdo de PGA, visando aliar
a reducdo do custo de produgdo da enzima a diminui¢do da carga poluente nos rios,
causada por rejeitos de laticinios, ja que apenas 60% desses rejeitos sdo aplicados na
fabricac¢do de produtos de consumo humano e animal, sendo o restante descartado, com
quantias consideraveis de proteinas, gorduras, lactose e vitaminas. A maxima produ¢do
de enzima (180 UI/L) foi atingida para concentragdes de 20,0 g/L de soro de queijo.

Visnardi, 1997, ao estudar a influéncia da concentracdo de oxigénio
dissolvido mostrou haver uma forte correlacao entre a concentracao de O,, crescimento
celular e producdo da enzima, conseguindo melhores resultados de producdo da enzima
(246 UI/L) em 36 horas de cultivo, com concentra¢ao de oxigénio dissolvido em torno
de 20% do valor de saturagdo nas primeiras 12 horas e 10% a partir da 12* hora de
fermentagdo. O autor ajustou uma correlacdo do crescimento do microrganismo em
fun¢do da velocidade de produgdo de CO, durante a fermentacdo e propdés um modelo
matematico para o crescimento celular.

Pinotti, 1999 e 2003, verificou a influéncia das fontes de nitrogénio e
carbono, utilizando diferentes meios de cultivo. Em relagao a fonte de carbono, a cepa
utilizada apresentou maior sensibilidade a repressdo por lactose que a utilizada por
Hojo, 1997. Com diferentes fontes de lactose (soro de queijo em pd, “in natura” e
lactose PA) a produ¢do da enzima aumentou quando utilizado soro de queijo como
fonte de carbono ao invés da lactose, o que mostrou que os micronutrientes presentes no
soro de queijo sdo importantes na producao de PGA. Quanto a fonte de nitrogénio, os
melhores resultados (138 UI/L) foram obtidos utilizando caseina hidrolisada com
Alcalase®, onde se obtinha maior disponibilidade de aminoacidos e pequenos peptideos
para o microrganismo.

Souza, 2003, estudou os requerimentos nutricionais do B. megaterium.
Foram investigados os efeitos da substituigdo do hidrolisado de caseina pelos
aminodcidos. Os resultados dos ensaios realizados em frascos agitados mostraram que
nenhum dos 18 aminodcidos que compdem o meio ¢ essencial ao crescimento e a
produgdo da enzima, e que concentragdes acima de 10,0 g/L inibem a sintese de PGA.

Também foi testada a influéncia dos diferentes componentes do soro de queijo,
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verificando-se que a sua substituicdo por componentes individuais, embora permita
crescimento celular, ndo favoreceu a expressao da enzima.

Silva, 2003, monitorando em tempo real varidveis do processo em
biorreator acoplado a um sistema de aquisi¢do de dados, implementou um algoritmo de
inferéncia baseado em redes neurais, propondo trés modelos cinéticos para descrever o
crescimento do B. megaterium, consumo de substrato e producdo da enzima.

Nucci, 2003, estudou a aplicagdo da logica “Fuzzy” utilizando varidveis
adquiridas em tempo real para determina¢do do ponto de maxima concentracdo de
enzima.

Souza et al., 2005, caracterizaram a PGA produzida por B. megaterium
ATCC 14945, confirmando que a enzima ¢ constituida de duas sub-unidades a e 3, 245
e 537 aminoacidos respectivamente, com massas moleculares médias de 26950 e 59070
Da, respectivamente, informacdes estas ja estabelecidas por Martin, 1995. A
temperatura ¢ pH otimos foram de 37°C e 8,0, respectivamente. Mostraram que o
modelo de Michaelis-Menten representou bem a cinética da reagdo, com valores de
parametros estimados de 1,83 mM para Ky, € Viax=0,165. 10 mmol/min/Ul.

Silva et al., 2006, realizaram ensaios em biorreator com meio de cultivo
composto pelos 18 aminodcidos livres, temperatura controlada em 30°C e oxigénio
dissolvido em 20%. Concluiram que o uso de batelada alimentada promoveu um
aumento na producdo da PGA, alcangando valor de atividade enzimadtica igual a 200
UI/L, com consumo preferencial de alguns aminoacidos.

Pinotti et al, 2006, mostraram que glicerol e glicose reprimem a
producdo de PGA por Bacillus megaterium. Foi concluido que o acido fenilacético
(PAA) realmente atua como indutor na produgdo da enzima e o soro de queijo aumenta
significantemente o crescimento do microrganismo e producdo da PGA. Os resultados
deste trabalho provaram que a substituicdo do hidrolisado de caseina por 10,0 g/L da
solugdo de aminoacidos livres aumenta a atividade enzimatica no meio em
aproximadamente 150%. Além disso, concluiram que nenhum dos 18 aminoacidos ¢é
essencial para a produ¢do da enzima e que os 8 aminoacidos consumidos
preferencialmente conduzem aos mesmos niveis de enzima obtidos usando-se os 18
aminoacidos. Verificou-se também um efeito inibitério quando a concentracao da

solucdo dos 18 aminoacidos ¢ aumentada.
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2.3 Xanthomonas campestris

Bactérias fitopatogénicas sao agentes causais de numerosas doencas de
plantas, algumas de grande significado econdmico e social. No Brasil, em particular no
Estado de Sao Paulo, verifica-se a ocorréncia de bactérias de varios importantes
géneros, como ¢ o caso de Acidovorax, Burkholderia, Clavibacter, Erwinia,
Pseudomonas, Xanthomonas e Xylella.

Dentre estes, adquire especial importancia algumas espécies e patovares
do género Xanthomonas. Como exemplo, pode-se citar a X.campestris pv. campestris,
que teve seu genoma seqlienciado no Brasil devido a ser o patdgeno de plantas causador
da podridao negra, que ¢ o escurecimento do tecido vascular, com necrose. Essa doenga
afeta principalmente as plantas cruciferas como Brassica e Arabdopsis, e se desenvolve
em altas temperaturas e umidade, sendo responsavel por grandes perdas de lavoura no
verdo (Gottwald e Graham, 2000; Meinhardt ef al., 2003).

O género Xanthomonas € um bacilo pertencente ao grupo das y-
Proteobactérias gram-negativas (Vauterin et al., 1995). Suas células sdo retas e
alongadas, normalmente medindo 0,4 — 0,7 um de largura ¢ 0,7 — 1,8 um de
comprimento. Possui mobilidade através de um tnico flagelo polar e € obrigatoriamente
aerobio. Suas colonias sdo abundantes, arredondadas, lisas e translicidas amareladas e
produzem um pigmento caracteristico responsavel pela cor amarela, chamado
xantomonadina. O crescimento rapido de Xanthomonas campestris produz colonias
visiveis a partir de uma Unica célula em 24-36 h a temperatura de 25°C e, em duas ou
trés semanas, surgem colonias com 1 mm de diametro (Bradbury, 1984). Este grupo de
bactérias fitopatogenas de grande importancia econdOmica se caracteriza por apresentar
uma surpreendente diversidade patogénica e uma constante uniformidade fenotipica,
razdo pela qual esse microrganismo tem sido objeto de muitos estudos taxondmicos
(Mooter E Swing, 1990; Vauterin ef al., 1995). A Figura 2.4 ilustra uma micrografia de

X. campestris.
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Xanthomonas campestri (ampliagdo de 3 mil vezes)...

Figura 2.4 - X. campestris (Revista “Pesquisa FAPESP”- no. 76, junho 2002-
pag.41)

Viérios autores tém estudado a influéncia da temperatura no crescimento
do microrganismo, no intervalo de 22-35°C. A temperatura 6tima encontrada foi de
28°C (Santos, 1993 apud Garcia-Uchoa et al., 2000).

Esse microrganismo ¢ utilizado industrialmente na fabricagdo de um
polissacarideo natural de alta massa molecular e importante biopolimero industrial, a
goma-xantana. Devido a sua alta viscosidade e pseudoplasticidade tnica em solu¢do em
um grande intervalo de temperatura e pH, a goma-xantana ¢ amplamente utilizada como
espessante ¢ estabilizante nas industrias farmacéutica e alimenticia. E produzida
industrialmente por cultivos puros de X. campestris, em meios bem aerados contendo
carboidratos, fonte de nitrogénio e tragos de elementos essenciais (Bradbury, 1984).

Devido a grande importancia economica da goma-xantana, as condi¢des
operacionais para sua producdo t€m sido bastante estudadas e estdo definidas. Porém, ¢
necessario definir as condi¢gdes operacionais O0timas de cultivo para a producao de PGA
por X.campestris.

X.campestris produz grande variedade de enzimas, incluindo uma faixa
de enzimas extracelulares tais como proteases, pectinases e endoglucanases, que sao
capazes de degradar os componentes da matriz extracelular das plantas (Barreras, et al.
2004).

Blinkovsky e Markaryan, 1993, relatam estudos de purificagdo e

caracterizagdo de uma amidohidrolase isolada de Xanthomonas sp, D-Fenilglicil-beta-
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lactamide amidohidrolase. Segundo os autores, essa enzima tem alta especificidade pelo
substrato contendo grupo amino fenilacético na porcao acil, caso de fenilglicina e p-
hidroxi-fenilglicina, cadeias laterais para a produgdo de ampicilina e amoxicilina. Essa
caracteristica da enzima a distingue das amidohidrolases de E.coli ¢ B.megaterium, que
somente aceitam as formas ativadas das cadeias laterais (ésteres ou amidas) como
substrato.

Barends et al.,, 2003; 2004, estudaram a estrutura da enzima o-
aminoacido éster hidrolase (AEH) de Xanthomonas citri, que catalisa a hidrélise e
sintese de ésteres e amidas com o-aminodcidos exclusivamente. Esta enzima pode
sintetizar antibidticos B-lactimicos de compostos acil e nicleos B-lactamicos obtidos de
hidrolise de antibidticos naturais € possuem a vantagem de ndo atacar a ligacdo amida
do B-lactamico. Como as AEHSs requerem um grupo a-amino como substrato, elas nao
sdo inibidas pelo 4cido fenilacético. A estrutura da AEH de X. citri mostra uma peculiar
forma tetramérica esférica, que permite somente acdo enzimatica sobre pequenas

moléculas.

2.4 Bacillus sp

Os membros do género Bacillus sp sdo encontrados em ambientes
bastante diversos como em solo, ar, poeira, alimentos desidratados, dgua marinha,
sedimentos de peixes, ou at¢é mesmo em ambientes toxicos como herbicidas. Sao
bactérias gram positivas, possuem forma cilindrica ovalada, podendo apresentar
diferentes dimensdes dependendo do meio de cultura. Em agar possuem didmetro em
torno de 1,5 um, e em meio que contenha carboidratos pode assumir dimensdes a partir
de 3,0 um. Tém capacidade de produzir esporos de formas ovaladas ou alongadas em
condi¢des ambientais pouco adequadas ao crescimento vegetativo (Hong, 2005; Vary,
1994; Bergey, 1974).

Em 4gar nutriente, crescem de forma ordenada, podendo algumas vezes
apresentar rugosidade. Quando cultivados em meio de cultura por tempo prolongado,
sua coloracdo pode variar desde uma tonalidade marrom até preta. A temperatura 6tima
de crescimento esta entre 28° e 35°C, ndo ocorrendo crescimento algum a temperaturas
acima de 45°C. O pH 6timo estd em torno de 7,0 a 8,5, ndo ocorrendo crescimento a pH

5,0 ou menor (Bergey, 1974).
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Sao microrganismos importantes para pesquisas e aplicagdes industriais
por serem utilizados em varios processos médicos, farmacéuticos e agricolas que tiram
vantagem da sua ampla gama de caracteristicas fisiologicas e sua habilidade de produzir
uma variedade de enzimas - como as amilases, quitinases, celulases, proteases e
xilanases - anticorpos e outros metabolitos (Sinchaikul, 2002; Michel, 2002).

A formacao de esporos ocorre geralmente durante a fase estacionaria em
resposta as condigdes metabdlicas. Quando nutrientes como carbono ou nitrogénio
tornam-se limitantes, enddsporos altamente resistentes sdo formados dentro da célula-
mae. Embora enddsporos ndo sejam metabolicamente ativos, eles podem sobreviver a
longos periodos de escassez nutricional e sdo resistentes a altas temperaturas, radiacdo
e substancias toxicas (Black, 1996). Os esporos de vérias espécies de Bacillus tém sido
utilizados como biopesticidas, ou pesticidas naturais, como uma alternativa segura e
ambientalmente correta aos pesticidas tradicionais, em vacinas veterindrias e produtos
probidticos (Nicholson, 2002).

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 produgcdo dessa enzima utilizando esse
microrganismo, pois o fato de ndo precisar ruptura das células para recuperacdo da
enzima torna o processo menos caro.

B. megaterium tem capacidade de esporulacdo e destaca-se dentro do
género Bacillus pelo grande tamanho de suas células vegetativas (1,0-1,3 por 2,5-6,0
um) e esporos (0,8-1,2 por 1,5-2,0 um), origem de seu nome (Vary, 1994). Células
vegetativas mostram-se como cilindros com extremidades arredondadas; esporos
mostram-se elipsoidais ou centrais; seu crescimento em slant ¢ abundante, liso, com
aparéncias gordurosas, translicidas para opaco, branco leitoso; crescimento em placas
mostra formag¢do de colonias circulares, superficie rugosa, margens levemente
onduladas, aspecto macio, ndo espalhado, branco leitoso para amarelado e levemente
aderente. E aerdbio, ndo apresentando crescimento anaerdbio em glicose. A partir da
analise de resultados de germinagdo de 21 distintas linhagens de B. megaterium em
diferentes condigdes Vary, 1994, conclui que ha no minimo dois tipos diferentes desse
microrganismo, que sdao distinguiveis ndo apenas pela morfologia do esporo, mas

também pela resposta aos agentes germinantes.
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2.5 Cinética de Processos Fermentativos

Microrganismos sao sistemas complexos, que podem adaptar seu
metabolismo a um grande numero de condi¢des ambientais (fisicas, quimicas e
nutricionais) e consequentemente mostram varios comportamentos. Sendo assim, o
crescimento microbiano pode ser visto a partir de varias perspectivas e com variado
grau de complexidade, dependendo da distingdo entre células individuais dentro do
reator ou do exame das reagoes metabolicas individuais ocorrendo dentro da célula
(Silva, 2003).

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste na analise da
evolugdo dos valores das concentragdes de um ou mais componentes do sistema de
cultivo, em funcdo do tempo de fermentacdo. Esses componentes sdo: o microrganismo,

os produtos do metabolismo e os substratos que compdem o meio de cultura.

2.5.1 Fases do Crescimento Microbiano

Quando monitora-se um processo batelada tipico, diversas fases de

crescimento podem ser observadas. A Figura 2.5 mostra essas etapas.

Lag ;:Lag Estacienaria Declinio

Log n" céls

-

Tempo (Hrs)

Figura 2.5 - Curva de crescimento tipico para cultivo de células em batelada

Apos a inoculagdo das células no meio de cultura, hd um periodo no qual
pouco ou nenhum crescimento ocorre. Este ¢ considerado como uma fase de adaptacao
(fase “lag”). Nesta fase a biomassa inoculada se adapta as novas condi¢des quimicas e
fisicas, reorganizando seus constituintes moleculares quando ¢ transferida para um novo
meio (Shuler e Kargi, 1992). A fase de adaptacdo pode resultar de diversos fatores. Se o

inoculo cresce em um meio contendo uma fonte de carbono diferente da anterior, novas
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enzimas podem ser induzidas para o catabolismo do novo substrato, contribuindo assim
para uma maior duragdo da fase “lag”. Baixas concentragdes de alguns nutrientes e de
fatores de crescimento também contribuem para a ocorréncia desta fase. No fim da fase
“lag” a populagdo de microrganismos estd bem adaptada ao novo ambiente. Depois
deste periodo de adaptagdo, as células podem se multiplicar rapidamente e a massa
celular aumenta exponencialmente com o tempo sem nenhum indicio de inibi¢do. Esta
etapa ¢ chamada de fase de crescimento exponencial, ou fase “log”. Este ¢ um periodo
de crescimento balanceado, no qual todos os componentes de uma célula simples
permanecem com a mesma taxa, ou seja, a composi¢ao média de uma célula simples
permanece constante. Assim permite-se concluir que a velocidade de crescimento ¢
proporcional a concentragdo celular C. A velocidade de crescimento do microrganismo
(eq. 2.1) é fungdo de Cx e de u, onde p é a velocidade especifica de crescimento das

células.

2.1

A velocidade especifica de crescimento depende da concentragdo de
substrato, Cs. O modelo de Monod propde uma relagdo entre a velocidade especifica de

crescimento celular, , e a concentracdo de substrato limitante, S, que € expressa pela

equacgao:

u..S
= Cmis 22
u K +5 (2.2)

onde pmax € a velocidade maxima especifica de crescimento celular e K ¢
a constante de saturacao de Monod.
Na fase exponencial, a velocidade de crescimento s6 depende de Cy, pois

Cs ¢ alto. Assim, para altas concentragdes de substrato S>> Ky — 1L = pmax= cte

Integrando a equacgio (2.1), tem-se:

InC, =InC_, +u,, t (2.3)
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que projetando-se num grafico In C versus t, obtém-se uma reta, caracteristica
do crescimento exponencial.

Valores de pmsx variam com o tipo de microrganismo e os valores de K
dependem da natureza do substrato.

Seguindo a fase de crescimento exponencial tem-se a fase estacionaria,
que ¢ aquela onde a taxa de crescimento ¢ zero (sem divisdo celular) ou a velocidade de
crescimento ¢ igual 4 velocidade de morte.

Finalmente a fase de morte, onde ndo ha mais crescimento e ocorre a lise
celular com uma redugao significativa das células viaveis (Lehninger, 2000).

A literatura reporta valores de pmsx para Escherichia coli crescendo a
37°C em diferentes substratos limitantes tais como glicose, glicerol e lactose que variam
de 0,8 a 1,4 h' (Blanch e Clark, 1997). J4 para Bacillus megaterium, os valores de tmsx
alcancam 0,60 h™' quando crescem em meio composto por aminoacidos e soro de queijo

e 0,35 h' para meios compostos por caseina hidrolisada enzimaticamente (Silva, 2003).

2.5.2 Influéncia das Condi¢cdes do Meio no Crescimento Microbiano

O crescimento microbiano e a formacdo de produtos sdo resultantes da
atividade fisiolégica dos microrganismos e sdo fortemente influenciados pelas
condi¢des do meio, tais como, temperatura ¢ pH (Shuler e Kargi, 1992). Assim, ¢ de
fundamental importancia a otimizagdo dessas variaveis.

A temperatura ¢ uma importante condi¢do, que pode afetar o desempenho
das células. De acordo com sua temperatura Otima os microrganismos podem ser
classificados em trés grupos: psicrofilos (Teima<20°C), mesofilos (Tsiima entre 20°C e
50°C) e termofilos (Teiima>50°C). Conforme a temperatura vai aumentando em dire¢do a
temperatura 6tima, a velocidade de crescimento dobra aproximadamente para cada
10°C. Porém, acima da temperatura 6tima, a velocidade de crescimento diminui e morte
térmica pode ocorrer. A temperatura pode afetar também a formagdo de produtos e o
coeficiente de rendimento.

O pH, ou seja, a concentragdo de ions hidrogénio, pode afetar o
crescimento microbiano, a formacdo do produto de interesse, o metabolismo de varios

nutrientes e algumas atividades fisioldgicas celulares. O pH 6timo para crescimento do



CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 22

microrganismo nao ¢ necessariamente o mesmo de formacdo de produtos. Diferentes
microrganismos apresentam diferentes pHs 6timos de crescimento, por exemplo, para
maioria das bactérias a faixa de pH 6tima ¢ de 3,0 a 8,0. Muitos microrganismos tém
mecanismos para manter o pH intracelular relativamente constante na presenca de
alteragdes no meio. O pH do meio de fermentacdao, durante o desenvolvimento do
microrganismo, depende dos constituintes do meio de cultura e do proprio
microrganismo. Pode variar por causa da producdo ou consumo de acidos ou bases
organicas. O aumento do CO, dissolvido pode alterar significantemente o pH de alguns
sistemas, por isso seu controle por meio de tampao ou de um sistema de controle ativo ¢
de extrema importancia (Silva, 2003).

Microrganismos aerobios sdo dependentes do mecanismo da respiracao
para a geragdo de energia, por isso necessitam de oxigénio molecular como receptor de
hidrogénio e elétrons. Devido a baixa solubilidade do oxigénio na agua, ¢ essencial a
transferéncia continua deste para o meio liquido de crescimento. Essa transferéncia se
da pela aera¢do do meio de cultura. Oxigénio dissolvido ¢ um importante substrato em
fermentagdes aerdbias e pode também ser um substrato limitante. O estudo desta
variavel ¢ de extrema importancia para que se tenha uma boa produtividade e deve ser
considerada como um reagente indispensavel, semelhante a outros presentes no meio
reacional. Em altas concentragdes celulares, a velocidade de consumo de oxigénio pode
exceder a velocidade de fornecimento, levando a limitagdes deste. Quando o oxigénio €
variavel limitante, a velocidade de crescimento especifico varia com sua concentracao.

(Stanbury et al, 1999).

2.6 Efeito da Composicao dos Meios de Cultivo

Segundo Schmidell, 2001, a formulacdo adequada de meios de
crescimento ¢ meios de produgdo € pré-requisito para sucesso de fermentagdes. Os
meios sao desenvolvidos principalmente para maximizar o rendimento dos produtos e
minimizar os custos. A escolha do meio interfere nos procedimentos de purificagdo e
pré-tratamento, afetando o processo global.

O meio de cultivo deve prover quantidades suficientes de carbono,
nitrogénio, minerais € outros nutrientes requeridos para render massa de célula e

produtos.
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Requerimentos nutricionais minimos sdo estimados pela estequiometria

de crescimento e formacao de produtos. Em geral:

Fonte de C + Fonte de N + minerais + nutrientes especificos (hormaonios,

vitaminas) + O, — massa de célula + produto + CO; + H,0.

A maioria dos nutrientes ¢ fornecida a niveis acima das necessidades
minimas, no entanto, alguns nutrientes sdo requeridos em quantidades infimas, portanto,
ndo sendo necessaria sua adi¢gdo ao meio de cultura, pois estdo presentes como
“contaminantes” da 4gua ou em outros componentes do meio, sdo os elementos tracgos.
Além desses, outros componentes organicos sao requeridos também em pequenas
quantidades por alguns microrganismos, considerados substancias essenciais, ja que nao
sdo sintetizados dos nutrientes disponiveis, sdo os chamados 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 sdo metabolizados diretamente como fontes de
carbono ou energia, mas sdo assimilados para cumprir um papel especifico no
metabolismo da célula. Os aminoacidos sdo requeridos para sintese de proteinas e as
purinas e pirimidinas para a sintese de acidos nucléicos: DNA ¢ RNA (Moo-Young e
Chisti, 1994).

Devido a variedade de microrganismo, ¢ dificil encontrar um meio
universal que atenda as necessidades de todos os microrganismos, muitas vezes o que €
requerido por um, inibe totalmente o crescimento de outros. Assim, para compor um
meio adequado, ¢ necessario conhecer algo a respeito do microrganismo. O
desenvolvimento de meios sintéticos, com o intuito de verificar as verdadeiras
exigéncias nutricionais dos microrganismos, vem sendo amplamente estudado, pois os
meios complexos fornecem numerosos e desconhecidos nutrientes, suportando um bom
crescimento, porém nao elucidando as exatas necessidades nutricionais (Schmidell,
2001).

[llanes et al., 1994, apresentaram resultados para a produgdo em
fermentadores de PGA por B. megaterium em meios complexos e definidos. As

melhores condi¢des para inducdo por acido fenilacético foram determinadas e a
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excrecao da enzima mostrou-se fortemente dependente da composi¢do do meio. Os
melhores resultados de atividade enzimaica, 220 UI/L, foram atingidos utilizando-se
meio complexo sem adigdo de glicose e concentracdo de 1,5 g/L do indutor &cido
fenilacético.

Pinotti et al., 2000, alcangaram maior produtividade de PGA por B.
megaterium em camara rotativa, 138 UI/L, utilizando caseina hidrolisada
enzimaticamente e soro de queijo. J& Rajendran et al., 2002, obtiveram maxima
produtividade, 9,5 Ul/mL, com meio otimizado composto por acido fenilacético,

triptona, extrato de levedura e sucrose.

2.7 Metabolismo celular

Segundo Lehninger, 1991, o metabolismo ¢ uma atividade celular
altamente coordenada, com propdsitos determinados, € na qual cooperam muitos
sistemas multienzimaticos. O metabolismo tem quatro funcdes especificas: (1) obter
energia quimica pela degrada¢do de nutrientes ricos em energia; (2) converter as
moléculas dos nutrientes em unidades fundamentais precursoras das macromoléculas
celulares; (3) reunir e organizar essas unidades fundamentais em proteinas, acidos
nucléicos e outros componentes celulares; (4) sintetizar e degradar biomoléculas
necessarias as fungdes especializadas das células.

Cada tipo de célula tem necessidades caracteristicas quanto as suas fontes
de carbono, oxigénio e nitrogénio e quanto a sua fonte de energia. Assim, o
metabolismo celular leva em conta as transformagdes enzimaticas da matéria ¢ da
energia, partindo de substancias simples e chegando a biossintese da matéria viva.

Os organismos podem ser classificados em dois grupos de acordo com a
forma quimica do carbono que eles requerem do meio ambiente. As células autotrdficas
podem usar o didxido de carbono da atmosfera como unica fonte de carbono e construir
todas as suas biomoléculas a partir dele. As células heterotroficas necessitam obter os
atomos de carbono do meio ambiente na forma de moléculas organicas relativamente
complexas, tais como a glicose.

Existem duas grandes classes de organismos heterotroficos: os aerdbicos

e os anaerobicos. Os anaerdbicos vivem expostos ao ar € usam o oxigénio molecular



CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 25

para oxidar os nutrientes organicos, ja os anaerobicos vivem na auséncia de oxigénio e
degradam seus nutrientes sem o emprego deste (Lehninger, 1991).

O metabolismo pode ser dividido em catabolismo, a degradagdo das
moléculas nutrientes ricas em energia, ¢ anabolismo, a biossintese de novos

componentes celulares.

2.7.1 Vias Catabolicas e Anabdlicas

O metabolismo ¢ composto por duas fases: catabolismo e anabolismo. O
catabolismo ¢ a fase degradativa, em que as moléculas organicas nutrientes,
carboidratos, lipidios e proteinas provenientes do meio ambiente ou dos reservatorios de
nutrientes da propria célula sdo degradados por reagdes consecutivas em produtos finais
menores € mais simples, como, por exemplo, acido latico, CO, e amdnia. O catabolismo
¢ acompanhado pela liberacdo da energia livre inerente a estrutura complexa das
grandes moléculas organicas. Em certos passos de uma dada via catabolica a maior
parte de energia livre ¢ conservada na forma da molécula transportadora de energia
adenosina trifosfato (ATP).

O anabolismo é também chamado de biossintese, fase sintetizante ou
construtiva do metabolismo. Nele, as pequenas moléculas precursoras, ou unidades
fundamentais, sdo reunidas para formar as grandes macromoléculas componentes das
células, como as proteinas e os acidos nucléicos, requerendo fornecimento de energia
através da quebra de ATP em ADP e fosfato.

O catabolismo e o anabolismo ocorrem simultaneamente nas células e a

velocidade de cada um ¢ regulada independentemente (Lehninger, 1991).

2.7.1.1 Degradaciao Oxidativa dos Aminoacidos

Durante o primeiro estagio do catabolismo, as proteinas sdo degradadas a
apenas 20 aminodcidos, que na fase seguinte sdo convertidos principalmente em acetil-
CoA e amonia (NHj3) (Lehninger, 1991).

Embora os aminoacidos funcionem principalmente como unidades
fundamentais para a biossintese das proteinas, eles podem sofrer degradagdo oxidativa

em determinadas circunstancias:



CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 26

1) durante a dindmica normal da degradacdo das proteinas do organismo, se os
aminoacidos liberados ndo forem necessarios para a sintese de novas proteinas;

i1) quando ha um excesso de aminodcidos com relagdo as necessidades de sintese
de proteinas do organismo, o excedente pode ser catabolisado, pois estes nao
conseguem ser armazenados;

ii1) quando os carboidratos ndo sdo disponiveis nem adequadamente utilizados,
as proteinas do organismo sdo usadas como combustiveis.

Os grupos a-amino (NH;) dos 20 aminoacidos comumente encontrados
nas proteinas sdo removidos em algum estdgio da sua degradacdo oxidativa. Se ndo
utilizados para a sintese de novos aminoacidos ou outro produtos nitrogenados, estes
grupos amino sao coletados e convertidos em produtos finais de excrecao. A remog¢ao
dos grupos o-amino da maioria dos L-aminodcidos ¢ promovida pelas enzimas
chamadas de transaminases ou aminotransferases. Nessas reagdes chamadas de
transaminagdes, 0 grupo o-amino ¢ enzimaticamente transferido do aminoécido ao
carbono do a-cetoglutarato, formando o correspondente o-cetoacido, andlogo ao
aminoacido participante da reagdo, e provocando a aminag¢dao do a-cetoglutarato para
formar o L-glutamato. O ponto central das reacdes de transaminagao ¢ coletar grupos
amino provenientes de muitos aminoacidos diferentes na forma de apenas um, isto ¢, o

L-glutamato. Desta forma, o catabolismo do grupo amino converge num unico produto (

Lehninger, 1991).

L-aminodacido + a-cetoglutarato <> a-cetoacido + L-glutamato

O glutamato sofre, entdo, deaminacao oxidativa pela a¢ao da L-glutamato
desidrogenase, que requer NAD" como aceptor dos equivalentes redutores. Esta enzima
¢ responsavel pela maioria da amonia formada, pois o glutamato ¢ o Ginico aminoacido
cujo grupo a-amino pode ser diretamente removido desta maneira e em altas

velocidades.

L-glutamato + NAD*+ H,0 < oc—cetoglutaratoz' + NH; +NADH + H"
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Os esqueletos carbdonicos dos diferentes aminoacidos sdo no fim
convertidos em acetil-CoA, a-cetoglutarato, succinil CoA, oxaloacetato ou fumarato,
que entram em pontos especificos no ciclo do acido citrico, para formagao de CO; e
H,0.

A alanina, cisteina, glicina, serina e treonina sdo degradados a acetil-CoA
via piruvato. A treonina ¢ degradada em glicina, que por sua vez, possui duas vias de
transformagdo. Ela pode ser convertida em serina ou realizar clivagem oxidativa em
CO,, NHs e um grupo metileno.

Parte dos esqueletos carbdnicos dos aminodcidos fenilalanina, tirosina,
lisina, triptofano e leucina produzem acetoacetil-CoA , que € entdo convertida em acetil-
CoA. A via catabdlica do triptofano possui varias ramificagdes que tornam possivel, a
partir de um Unico precursor, a formacdo de varios produtos, como a serotonina, um
neuro-hormdnio e o dcido nicotinico, uma vitamina. J4 a fenilalanina e o seu produto de
oxidacdo, a tirosina, sdo degradadas em dois fragmentos, ambos podendo entrar no ciclo
do acido citrico, em pontos diferentes. Os aminoacidos arginina, histidina, acido
glutamico, glutamina e prolina entram no ciclo via a-cetoglutarato. Os esqueletos
carbonicos da metionina, isoleucina e valina sdo, no fim, transformados por vias que

produzem sucinil-CoA (Lehninger, 1991).

2.7.1.2 Biossintese dos Aminoacidos

Ainda segundo Lehninger, 1991, as vias biossintetizantes que levam aos
20 aminoacidos nao sdo apenas numerosas, mas também complexas, e devem estar
perfeitamente reguladas e coordenadas entre si, pois os diferentes aminoacidos devem
ser sintetizados em proporcdes corretas e no tempo certo para as sinteses das proteinas.

Os organismos vivos diferem consideravelmente com respeito a sua
habilidade em sintetizar os 20 diferentes aminoacidos e também quanto as formas de
nitrogénio utilizadas como seus precursores. Por exemplo, os seres humanos podem
sintetizar apenas 10 dos 20 aminodcidos necessarios como unidades fundamentais na
biossintese das proteinas, os chamados aminoacidos nao-essenciais. Os outros 10 devem
ser obtidos a partir da dieta e sdo denominados aminoacidos essenciais. Os
microrganismos podem sintetizar todos os aminodcidos necessdrios para a sintese de

proteinas, a partir de precursores simples.
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O acido glutdmico (glutamato) ¢ formado a partir da amoénia ¢ do a-

cetoglutarato, pela acao da L-glutamato desidrogenase.

a-cetoglutarato + NH; "+ NADPH <« L-glutamato +NADP" + H,0

Esta reagdo ¢ de importancia fundamental na biossintese de todos os
aminodcidos, pois o glutamato ¢ o grupo amino doador na sintese de outros aminoacidos
através de transaminagoes.

A prolina ¢ um derivado ciclizado do glutamato, enquanto a glutamina ¢

também formada a partir deste pela acdo da glutamina sintetase.

Glutamato + NH,;" + ATP < glutamina + ADP + P; + H'

Esta ¢ também uma reagdo central importante no metabolismo dos
aminoacidos, pois ¢ a principal via para a conversao da amonia livre, que ¢ toxica, em
glutamina.

A alanina e o 4cido aspartico (aspartato) originam a partir do piruvato e
do oxaloacetato, respectivamente, por transaminacdes a partir do glutamato. Em muitas
bactérias o acido aspartico ¢ o precursor direto da asparagina numa reacdo catalisada

pela asparagina sintetase.

Glutamato™ + piruvato <> a-cetoglutarato + alanina
Glutamato + oxaloacetato <> a-cetoglutarato + aspartato

Aspartato + NH," + ATP <> asparagina + ADP + P; + H"

A tirosina ¢ formada via hidroxilagdo da fenilalanina pela fenilalanina
oxigenase. Ja a cisteina ¢ sintetizada a partir de dois outros aminoacidos, a metionina e a
serina, sendo este também precursor da glicina.

As vias que levam a sintese dos aminoacidos essenciais sdo geralmente
longas e mais complexas do que aquelas que levam aos aminodcidos ndo essenciais. As
mais elaboradas das vias dos aminodcidos sdo aquelas que levam a fenilalanina, ao

triptofano e a histidina, que possuem benzeno ou anéis heterociclicos.
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Cinco dos aminoacidos essenciais para os animais sao sintetizados pelas
plantas e microrganismos, a partir dos ndo essenciais: a treonina, a metionina e a lisina
sao formadas a partir do acido aspartico, e a arginina e a histidina, sdo formadas a partir
do 4cido glutamico. A isoleucina € sintetizada por bactérias a partir do aminoacido ndo-

essencial, treonina (Lehninger, 1991).

2.7.1.3 Aminoacidos como Nutrientes na Producio de PGA por Bacillus
megaterium

Segundo Fisher, 1999, trés proteinas regulatorias controlam a agdo dos
genes envolvidos no metabolismo do nitrogénio em Bacillus subtilis, em resposta a
mudangas na disponibilidade de nutrientes. Cada um desses sistemas ¢ ativo sob
diferentes condi¢des nutricionais. Uma delas reprime a expressdo de genes necessarios
para metabolizar compostos nitrogenados quando as células estdo crescendo com
excesso de nitrogénio a outra, ativa ou reprime a transcrigdo somente durante o
crescimento limitado por nitrogénio. Ou seja, se o metabolismo de B. megaterium for
semelhante ao do B. subtilis, existe uma forte correlacdo entre a maxima producdo de
PGA e a concentragdo de aminodcidos no meio de cultivo, como foi reportado por
Pinotti et al., 2006, que concluiram que a substitui¢do do hidrolisado de caseina por
solugdo de aminoacidos 10,0 g/ aumentou a producdo enzima em 150% e que
expressao da PGA ¢ mais fortemente afetada por altas concentragdes de aminoacidos do
que o crescimento celular.

Chaloupka et al., 1965 e Votruba et al, 1987, estudaram os fatores
externos envolvidos na regulagdo da sintese de proteases em B. megaterium e
concluiram que os aminoacidos reprimem a producdo de proteases durante o

crescimento do microrganismo em processos de batelada.

2.8 Enzimas

Enzimas sdo catalisadores biologicos, formados por longas cadeias de
pequenas moléculas, os aminoacidos. Sao, portanto, um tipo de proteina com atividade
catalitica, sendo encontradas na natureza em todos os seres vivos. Sua fungdo ¢

viabilizar a atividade das células, quebrando moléculas ou juntando-as para formar
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novos compostos. A singularidade desses compostos decorre do elevado grau de
especificidade ao substrato em condi¢des moderadas, sob as quais atuam. Por exemplo,
algumas enzimas sdo especificas para determinado tipo de ligacdo quimica, outras, para
um tipo particular de isomero oOtico (Furiga, 2001). As enzimas s3o proteinas
biodegradaveis que tornam os processos de produgdo mais eficientes e menos
dispendiosos e resultam em produtos de qualidade superior. Elas ajudam a proteger o
meio ambiente, reduzindo a presenc¢a de produtos residuais e a necessidade do uso de

quimicos fortes (www.novozymes.com.br). A Tabela 2.3 apresenta uma comparagao

das enzimas com catalisadores quimicos e a Figura 2.6 mostra as vantagens da

utilizag¢do do processo enzimatico na hidrolise da penicilina G.

Tabela 2.3 - Comparagdo das enzimas com catalisadores quimicos

Caracteristica Enzimas ngzlllliilsr‘;ii(ig:es
Especificidade ao substrato alta baixa
Sensibilidade a T e pH alta baixa
Condic¢des de reacao (T,P e pH) suaves drastica (geralmente)
Custo de obtenc¢ao (isolamento e purificagdo) alto moderado
Consumo de energia baixo alto
Formagao de subprodutos baixa alta
Separagao catalisador/produtos dificil/cara simples
Atividade catalitica (T amp) alta baixa
Presenga de cofatores sim nao
Estabilidade do preparado baixa alta
Energia de ativagao baixa alta
Velocidade de reacao alta baixa

Em geral tém eficiéncia catalitica muito maior que a dos catalisadores
sintéticos e funcionam em solu¢des aquosas ¢ em condigdes muito suaves de
temperatura ¢ pH (Bailey, 1986). Algumas caracteristicas importantes das enzimas

podem ser citadas, tais como:
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- Sao produtos naturais biologicos;

- Apresentam um alto grau de especificidade;

- Reacgdes baratas e seguras;

- Possuem mecanismo de turnover, desempenhando, consecutivamente, a mesma
fun¢do sem serem consumidas no processo;

- Sao altamente eficientes, acelerando a velocidade das reacoes catalisada;

- Sdo econdmicas, reduzindo a energia de ativagdo necessdria para a reacdo
catalisada;

- Sao biodegradaveis, sendo o lodo residual reciclado como biofertilizante;

- Ndo sdo toxicas;

- Altamente eficientes: aumentam a velocidade de reacdo de 10% a 10" vezes
mais rapida;

- Condigoes brandas.
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Benzilpenicilina, Penicilina G

Q—CH E—ﬂNHmCHg

S CH3
COOH

Processo enzimatico Processo quimico
Enzima imobilizada Dimetilclorosilano
Amonia N,N’-dimetilanilina
+30°C Fosfopentacloreto
Amonia
-40°C
v v

N
o
COCH

Acido 6-aminopenicilanico + acido fenilacético

Requerimentos para a producio de 500 t de 6-APA
Para a hidrolise:
1000 t Penicilina G

300 t Dimetilclorosilano

1000 t Penicilina G 800 t N,N’-dimetilanilina
45 t Amonia
1 t Enzima imobilizada
10000 m® Agua

600 t Fosfopentacloreto
160 t AmoOnia
4200 m® Diclorometano
4200 m’ n-butanol

Para o processo de purificacao:

Acetona Acido hidrocloridrico
Bicarbonato de Amonio Butilacetato
Acetona

Figura 2.6 - Comparagdo de processo quimico com processo enzimatico na hidrélise da
penicilina G mostrando as vantagens de sua utilizagdo para este fim (Buchholz, ef al,

2005).
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2.8.1 Regulacio da Producio de Enzimas

Segundo Illanes, 1994, as enzimas comerciais, primordialmente

degradativas, estdo sujeitas a dois tipos de controle:

Inducdo: Mecanismo caracteristico da fase metabolica que opera a nivel de sintese
enzimatica. Consiste em que certas enzimas, denominadas induziveis, sé sao
sintetizadas em resposta a um estimulo ambiental (indutor). O mecanismo genético de
indugdo, postulado por Jacob e Monod tem sido comprovado nas enterobactérias,
presumindo-se que ndo difere radicalmente em outros microrganismos onde o fendémeno
de inducao tem sido comprovado. Neste modelo se considera a existéncia de um gene
controlador que produz uma enzima repressora que, na auséncia de indutor, se
encontrard em um lugar genético denominado gene operador, impedindo o acoplamento
da enzima RNA polimerase desde seu sitio de unido no DNA (gene promotor) até os
genes estruturais, impedindo portanto a transcrigdo e traducado destes genes. Na presenca
de indutor, a proteina repressora sera inativada, impedindo sua unido ao gene operador,
permitindo o acoplamento da enzima RNA polimerase até os genes estruturais e a

transcricao e traducdo subseqiiente destes genes.

Repressao catabolica: Mecanismo proprio da fase catabolica que também opera a nivel
de sintese enzimatica. Permite a célula diferenciar entre os distintos substratos,
reprimindo a sintese daquelas enzimas envolvidas no catabolismo de substratos mais
dificilmente assimildveis. Este mecanismo ¢ de grande relevancia na produgdo
comercial de enzimas, pois os meios comerciais de cultivo usualmente possuem
substancias, como agucares, capazes de exercer uma repressdo catabdlica sobre sua
sintese. O mecanismo genético postulado propde que a assimilacdo de um substrato
rapidamente metabolisavel (ex: glicose) provocaria a diminui¢do do contetdo de AMP
ciclico (regulando a atividade da enzima adenilato ciclasa: ATP — AMP ciclico +
PPi) , o qual ¢ requerido no processo de transcricdo dos genes estruturais que codificam
a sintese das enzimas. O AMP ciclico atuaria como facilitador ou modulador positivo a
nivel de gene promotor, acoplando-se a uma proteina receptora especifica.

A literatura reporta que a sintese de varias enzimas em muitas espécies do

género Bacillus estd sujeita a repressdo catabdlica por substratos facilmente
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metabolizaveis tais como glicose e frutose (Szentirmai, 1963). Utilizacdo de fontes de
carbono tais como glicose e frutose auxiliam no crescimento com concomitante redug¢ao
na producdo de PGA.

A sintese de PGA por B. megaterium ¢ induzida por acido fenil acético
(PAA) e reprimida por glicose (Savidge e Cole, 1975, Pinotti et al., 2000 e 2006). Kim
et al, 2004, mostraram que o PAA ¢ convertido ao complexo PAA — CoA (Coenzima A)
e que este complexo inibe o PaaX, o repressor do operon do gene pac. Entretanto, o
aumento na concentragdo do PAA no meio de cultivo, inibe a produg¢do da enzima,

como mostra a Figura 2.7.
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Figura 2.7 - Mecanismo de regulacdo da expressao génica da PGA
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Assim, a producdo de PGA por microrganismos esta sujeita a diferentes
controles, envolvendo a sintese de varias enzimas reguladoras, cada qual com seu pH e
temperatura Otima caracteristica. H4 assim valores 6timos para pH e temperatura de
cultivo de um microrganismo que conduzam o conjunto das enzimas envolvidas na
expressao da proteina de interesse ao seu melhor desempenho, sendo importante pois o

estudo dessas varidveis para a produgdo da enzima.

2.8.2 Cinética Enzimatica
2.8.2.1 Energia de Ativacao

Segundo Bailey, 1986, energia de ativacdo ¢ a energia minima necessaria
para que uma molécula de reagente ou de substrato S alcance o estado de transicao
SeeP” para se tornar uma molécula de produto P.

Termodinamicamente falando, as enzimas sdo catalisadores bioldgicos
que abaixam seletivamente essa energia de ativacao das reagdes quimicas vitais.

A velocidade da reagdo S—P depende do numero de moléculas de S que
alcancam o estado de transicdo por unidade de tempo. Na presengca de uma enzima
apropriada, a temperatura ambiente fornece uma quantidade suficiente de moléculas
reagentes com a necessaria energia de ativacdo. Uma reagdo catalisada por enzima pode

8 1 . . s
processar a 25°C, 10" a 10 vezes mais rapidamente que a mesma rea¢do nao

catalisada.
i Nivel de F
Id =
Ei;:giae energia (SeeP)
] E,
T \_
() (b)

Figura 2.8 - AG e Ea de (a) uma reagdo nio enzimatica; (b) uma reagdo enzimatica.
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As enzimas ndo afetam o AG (energia livre de Gibbs) ou a K¢ (constante
de equilibrio) de uma reacdo. Elas simplesmente aceleram a velocidade com a qual a
reacdo alcanca o equilibrio. A Figura 2.8 ilustra a acdo de uma enzima na energia de
ativagdo de uma reagao.

Experimentalmente, sabe-se que diferentes reagdes apresentam energias
de ativagdo diferentes e que as que exigem menor energia de ativacdo ocorrem mais
facilmente, ou seja, com maior velocidade (Lehninger, 2000).

A literatura reporta os seguintes valores para energia de ativacdo na
hidrélise de penicilina G por penicilina G acilase: 30,24 kJ/mol” para enzima
proveniente de E. coli (Kazan et al., 1997) e 33,6 kJ/ mol” para a de Micrococcus luteus

(Nam e Ryu, 1979)

2.8.2.2 Efeito da Concentracao de Substrato

As reagdes quimicas catalisadas por enzimas mostram um aspecto
distinto que ndo se observa usualmente em reacdes ndo-enzimaticas, a saturagdo com o
substrato. Na Figura 2.9 pode-se verificar o efeito da concentracdo do substrato sobre a

velocidade da reagdo catalisada por enzima A — P

Vméx
Velocidade inicial v

0. Svméx

Km
Concentracio de substrato S

Figura 2.9 - Efeito da concentragdo de substrato sobre a velocidade de uma reagdo

catalisada por enzima.

Em uma concentragao baixa de substrato, a velocidade inicial da reagdo ¢é
aproximadamente proporcional a concentragdo do substrato [S]. Entretanto, a medida
que a concentracdo de substrato aumenta, a velocidade inicial da reagdo se reduz, ndo

sendo mais proporcional a [S]. Com um aumento posterior na concentragdo do
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substrato, a velocidade da reagdo torna-se independente de [S], tornando-se
praticamente constante. Nessa faixa de concentragdes, considera-se a enzima como
saturada pelo substrato.

A teoria de Michaelis Menten, fundamental para analise quantitativa de
todos os aspectos da cinética enzimatica, considera que a enzima E se combina
primeiramente com o substrato S para formar o complexo enzima-substrato ES; este se
rompe entdo, em uma segunda etapa para formar a enzima livre e o produto P.

A equacao que traduz o comportamento da curva de velocidade inicial
(vo) em fun¢ao da concentracdo de substrato [S], Figura 2.9, ¢ a equagao de Michaelis-

Menten:

Vo = —[Z”:l [[SS]] (2.4)
onde:

vo = velocidade inicial de consumo de substrato;

Vmax = velocidade méxima de consumo de substrato;

S = concentragdo de substrato;

K., = constante de Michaelis-Mentem.

O valor de K, é caracteristico e fornece um parametro da especificidade
de uma determinada enzima em relacdo a um substrato especifico. O pardmetro Vs
indica a velocidade limitante de uma reacao catalisada por uma enzima nas condigdes
de saturacgao.

Uma forma precisa de se caracterizar uma reagdo enzimatica quanto a
seus parametros cinéticos ¢ através do método das velocidades iniciais. Nesta
abordagem, as velocidades sdo medidas para tempos reacionais curtos, ou seja, neste
periodo apenas a concentracdo inicial de substrato estara influenciando a medida da
velocidade, pois mesmo que haja inibicdo pelos produtos da reagdo ou que esta seja
reversivel, no curto tempo de reagdo considerado as concentragdes de produtos serdo
muito pequenas podendo ser desprezadas, assim como a velocidade da reagdo reversa,
considerando que o modelo classico de Michaelis-Mentem representa adequadamente a

influéncia da concentragdo de substrato na velocidade da reacdo. O aumento da
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concentracdo dos produtos em funcao do tempo, determinado para curto intervalo,
permite a determinagdo da velocidade inicial da reacdo para cada concentracdo inicial
de substrato, obtida a partir do coeficiente angular da reta ajustada aos pontos de
concentragdo de produto em fungdo do tempo. Conhecido o modelo cinético da reagao,
0s parametros cinéticos podem ser obtidos ajustando-se o modelo aos pontos
experimentais de velocidade inicial em fun¢do da concentracdo de substrato. Os valores
dos parametros K, € Vmax que conduzirem ao melhor ajuste do modelo aos pontos
experimentais serdo aceitos como as melhores estimativas.

Cada sistema enzima-substrato apresenta valores caracteristicos de
velocidade de reagdo, expressa em termos dos pardmetros cinéticos Ky, € Vi para
condi¢des especificas de pH e temperatura (Lehninger, 2000).

Savidge e Cole, 1975, estudaram a hidrolise da penicilina G e obtiveram
valores de K, iguais a 7,7 ¢ 4,5 mM para PGA de E. coli e B. megaterium,
respectivamente, a 37°C e pH 8,7.

Modesto, 2002, encontrou valor de K;;, de PGA de E. coli igual a 1,48
mM a 37°C e pH 8,0. Ja Souza et al., 2005, ao caracterizarem a PGA de B. megaterium
concluiram que o modelo de Michaelis-Menten representou bem a cinética da reagao,
com valores de parimetros estimados de 1,83 mM para Ky, e 0,165.10”° mmol/min/UI

para Vmax, a 37°C e pH 8,0.

2.8.2.3 Efeito do pH

A maioria das enzimas apresenta um valor de pH caracteristico onde sua
atividade ¢ maxima. Valores acima ou baixo desse pH, exercem sobre a enzima um
efeito duplo: (i) afetam o estado i6nico dos aminoéacidos do sitio catalitico, relevante na
catdlise e na unido com o substrato e (ii) modificam a estabilidade da proteina,
reduzindo a atividade, podendo até causar desnaturagdo da enzima caso sejam atingidos
valores extremos.

A estrutura tri-dimensional da enzima, responsavel pela sua atividade
catalitica, ¢ estabilizada por pontes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e pontes
dissulfeto. Mudancas no pH alteram a concentracdo de hidrogénio, distorcendo o

equilibrio dessas forcas, podendo inclusive desativar irreversivelmente a enzima.
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Outra inter-relagdo da atividade enzimatica com o pH depende do
comportamento acido e basico da enzima e do substrato. Geralmente, apenas uma das
formas i6nicas do substrato ¢ aceita pela enzima e a concentragdo (forma neutra ou
carregada) depende do pH. Ainda, se um residuo de aminoécido esta envolvido
diretamente na catélise, a forma neutra ou carregada desse residuo ¢ que estd atuando
(VOET, 1995).

Os varios efeitos mencionados fazem com que cada enzima tenha um pH
otimo, sendo a curva da atividade em fung¢do do pH normalmente em forma de sino,
como a da Figura 2.10.

Ativ. A
relativa

pH

Figura 2.10 - Efeito do pH na atividade relativa de uma enzima.

Os valores de pH mais proximos do pH 6timo podem levar a decréscimos
de atividade maiores ou menores, mas este efeitos sdo normalmente reversiveis. Valores
de pH extremos levam a um desenrolamento irreversivel da proteina (desnaturacdo),
com perda permanente da atividade.

Souza et al., 2005, ao estudar a influéncia do pH na velocidade de
hidrdlise da penicilina G por PGA de B. megaterium, encontrou valor 6timo igual a 8,0,

enquanto que para enzima proveniente de E. coli, o pH 6timo € 7,0.

2.8.2.4 Efeito da Temperatura

As reagdes catalisadas por enzimas acontecem mais rapidamente a
temperaturas mais elevadas, uma vez que, as moléculas envolvidas tém uma energia

cinética mais elevada. Isto faz com que (i) aumente a probabilidade de colisdo entre as
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moléculas e (i) uma maior propor¢ao de moléculas tenham a energia de ativacao

necessaria para que a reacdo ocorra (Figura 2.11, curva A).

A: aumento da

/ velocidade de reagdo
Ativ. & ERRSURELELE L t3 {3l pelo aumento de

relativa agitacdo térmica das
moléculas

B: desnaturagdo do
enzima com o
aumento de
temperatura

Temperature (°C)

Figura 2.11 - Efeito da temperatura na atividade enzimatica. O 6timo de temperatura
resulta da interacao entre dois fatores com efeitos contrarios, o aumento da velocidade

de reacdo pela temperatura (A) e a inativagdo das moléculas de enzima (B).

O efeito positivo do aumento de temperatura na energia das moléculas ¢
contrariado pela desnaturacdo das moléculas de enzima. O aumento de temperatura
acima de um dado valor provoca a destrui¢do das interacdes mais ou menos fracas que
mantém a estrutura tridimensional da proteina, podendo levar a uma destrui¢do
irreversivel da atividade catalitica (Figura 2.11, curva B). A temperatura 6tima para
cada enzima serd uma consequéncia da intera¢do entre estes dois fatores. Obviamente,
diferentes enzimas terdo diferentes temperaturas 6timas.

Segundo Souza et al., 2005, a atividade da PGA, tanto proveniente de B.

megaterium como de E. coli, ¢ maxima na temperatura de 37°C.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Microrganismos

- linhagem de Xanthomonas campestris NRRL B — 1459 doada pela “Colecdo de
Culturas Tropicais” — CCT.

- linhagem de Xanthomonas campestris ATCC 33913 doada pelo “Laboratério de
Bacteriologia/ Virologia do Instituto Agronomico do Parana — IAPAR”

- linhagem de Bacillus megaterium de Bary 1884*" ATCC 35985 identificada e

caracterizada pela Fundag¢do André Tosello (Relatorio Técnico de Identificagdo anexo).

3.2 Métodos
3.2.1 Nutrientes

Utilizaram-se diferentes nutrientes para a produ¢ao de PGA em camara
rotativa e biorreator: soro de queijo em p6 (SIGMA), indutor fenilacetato de potassio
(doado pela Prodotti-Sdo Paulo), aminoacidos livres (cedidos pela Ajinomoto), agua de
maceragdo de milho, extrato de levedura, bacto-triptona, cloreto de sddio, uréia e sulfato
de amonio de diferentes marcas comerciais. Sais minerais utilizados em pequenas
quantidades complementavam a composi¢do dos meios de cultura. Alguns ensaios
foram acrescidos de carbonato de célcio para controle do pH.

Nas etapas de manutencdo e preservacdo do microrganismo foram
utilizados os seguintes nutrientes: bacto-triptona, extrato de levedura, cloreto de sédio,
peptona e extrato de carne, e agar, de diferentes marcas comerciais, além de fenilacetato

de potassio doado pela Prodotti.

3.2.2 Reagentes para Analise de Acompanhamento da Produc¢ao da Enzima

Reagentes de diferentes marcas comerciais foram utilizados nas analises
para acompanhamento da producdo da enzima, a saber: Penicilina G potéssica (doada
pela Prodotti), p-dimetil aminobenzaldeido - PDAB (Mallinckrodt), caseina (Riedel),
acido acético, hidréxido de sddio, alcool metilico, fosfatos de potassio mono e dibdsico

e cloreto de sodio de diversas marcas comerciais.
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3.2.3 Equipamentos
3.2.3.1 Camara Asséptica

Nas etapas de manipulagao dos microrganismos e do material em contato
direto com os mesmos, utilizou-se a camara asséptica de fluxo laminar da marca VECO,

contendo bico de Bunsen e lampada germicida UV.

3.2.3.2 Autoclaves

Empregada para esterilizagdo dos meios de cultura, solugdes e todo
material em contato com os microrganismos. Foram utilizadas autoclaves da marca

FABBE modelo 103, 4000 W e 2000 W.

3.2.3.3 Camara rotativa de temperatura controlada — “shaker”

As etapas de crescimento do microrganismo e producdo da enzima foram
realizadas em frascos agitados (erlenmeyers) em mesa rotativa com controle de

temperatura e velocidade de agita¢do, da marca New Brunswick Scientific.

3.2.3.4 Reator tipo tanque agitado Applikon

(A) (B)
Figura 3.1 — (A) Reator Applikon com capacidade de 2 L; (B) Reator acoplado ao

sistema de aquisi¢cao de dados.
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Os ensaios para estudo da influéncia de oxigénio dissolvido e adigcdo de
pulsos na producdo da enzima por B. megaterium foram realizados em reator Applikon
com capacidade para 2 L, acoplado a um sistema de aquisicdo de dados, apresentado na

Figura 3.1.

3.2.3.5 Centrifuga Refrigerada
Para separar as células do sobrenadante nas amostras coletadas durante os
ensaios, utilizou-se centrifuga refrigerada da marca EPPENDORF, modelo 5403, com

capacidade para seis tubos.

3.2.3.6 Outros Equipamentos

o Estufa de secagem e esterilizagio FANEM modelo 320 — SE

e Estufa de secagem e esterilizagdio FANEM modelo 315/9

e Balanga analitica METTLER modelo PB 3002

¢ Balanga de precisdo KERN modelo 410

e pHmetro ORION modelo 420 A

e Espectrofotometro PHARMACIA BIOTECH modelo Ultrospec 2000
¢ Banho termostatico BROOKFIELD modelo EX — 200

e Reator de vidro com camisa de dgua capacidade para 50 mL

e Equipamentos e vidrarias comuns a laboratorio

3.2.4 Armazenamento dos Microrganismos em Meio Solido

A composi¢dao do meio s6lido — meio LB — que vinha sendo utilizada
para manutencdo e preservacdo da Xanthomonas campestris utilizada nos ensaios, em
tubos inclinados — “slants” — ¢ descrita na Tabela 3.1. O microrganismo foi repicado em
condigdes assépticas para “slants”, sendo transferido para meios solidos através da
raspagem com auxilio de al¢a de platina e posteriormente deixados em incubadora com

temperatura controlada em 30°C por sete dias.
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Tabela 3.1 - Composi¢ao do meio s6lido LB para preservacao de Xanthomonas

campestris
Nutriente Concentragao (g/L)
Bacto-triptona 10,0
Extrato de Levedura 5,0
Cloreto de Sodio 5,0
Agar 15,0

As linhagens de X. campestris doadas pela “Colecdo de Culturas
Tropicais” (CCT) e Instituto Biologico do Parand, além de serem mantidas no meio LB,
descrito na Tabela 3.1, foram também preservadas no meio NA, recomendado pela

CCT, cuja composic¢ao ¢ descrita na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Composicdo do meio s6lido NA para preservacdo de Xanthomonas

campestris
Nutriente Concentracio (g/L)
Peptona 5,0
Extrato de carne 3,0
Agar 15,0

Foram realizadas, ainda, tentativas de adaptacdo das novas linhagens de
X.campestris, através de repiques sucessivos em meio similar ao que vinha sendo

utilizado para B.megaterium, descrito a seguir na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Composicdo do meio solido para adaptagdo de X. campestris

Nutriente Concentracio (g/L)
Peptona 5,0
Extrato de carne 3,0
Fenilacetato de potassio 1,0
Agar 20,0
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3.2.5 Composicoes das Diferentes Solugdes Utilizadas na Preparacio dos Meios de
Crescimento e Producao

As composi¢des das solugdes salina, de aminoacidos totais e
preferenciais utilizadas na preparacdo dos meios de crescimento e producdo sdo

apresentadas nas Tabelas 3.4, 3.5 e 3.6, respectivamente.

Tabela 3.4 - Composicao da solucdo de sais (10 vezes concentrada) utilizada nos meio

de cultivo para producao de penicilina G acilase por X. campestris € B.megaterium

Nutriente Concentraciao (mg/L)
Cloreto de magnésio hexahidratado 75,3
Cloreto de calcio hexahidratado 55,1
Sulfato de sodio 53,3
Cloreto de ferro hexahidratado 14,5
Cloreto de cobalto hexahidratado 1,21
Cloreto de manganés tetrahidratado 1,07

Cloreto de cobre dihidratado 0,8

Molibidato de sodio dihidratado 0,68
Cloreto de zinco 0,063

Tabela 3.5 - Composicao da solugdo de aminoacidos preferenciais (Souza, 2003, Pinotti

et al, 20006).

Aminoacidos Concentracio (g/L)
Alanina Ala 0,72
Arginina Arg 0,96

Acido Aspartico Asp 2,31
Acido Glutamico Glu 3,98
Lisina Lys 0,96
Serina Ser 0,84
Treonina Thr 0,28
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Tabela 3.6 - Composicao da solu¢cdo de aminoacidos totais para producao de PGA por

B. megaterium.

Aminoacidos Concentracio (g/L)
Alanina Ala 1,16
Arginina Arg 1,64
Acido Aspartico Asp 2,53
Cisteina Cys 0,13
Acido Glutamico Glu 4,47
Glicina Gly 0,44
Histidina His 0,98
Leucina Leu 4,18
Isoleucina Ile 2,10
Lisina Lys 3,02
Metionina Met 2,49
Fenilalanina Phe 2,44
Prolina Pro 4,30
Serina Ser 2,49
Treonina Thr 1,91
Tirosina Tyr 1,96
Triptofano Trp 0,53
Valina Val 2,76

3.2.6 Obtencao do Indculo

A obtencdo do indculo, ou seja, meio de crescimento mais o
microrganismo, foi feita em erlenmeyers de 500 mL contendo 75 mL do meio de
crescimento, cujas composi¢cdes estdo descritas na Tabela 3.7. Apos a adigdo do
microrganismo, provenientes da raspagem dos “slants” com o auxilio de uma solucdo
salina NaCl 0,9% p/v, o meio de crescimento era incubado por 24 horas a 300 rpm e

30°C.
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Tabela 3.7 - Composicao para os meios de crescimento (MC).

Concentracao (g/L)
Nutriente
MC A MCB
Extrato de levedura 5,0 -
Bacto-triptona 10,0 -
NaCl 5,0 -
Aminoéacidos preferenciais - 10,0
Solucao salina - 0,5
Soro de queijo em po - 7,0

3.2.7 Producio da Enzima em Camara Rotativa

A producdo da enzima obtida pelos cultivos de X. campestris e B.
megaterium foi realizada em frascos de 500 mL contendo 50 mL dos meios de produ¢ao
incubados em camara rotativa a 30°C e 300 rpm, sendo que nos ensaios de otimizagao
da temperatura, alterava-se essa varidvel. A adicao de 5 mL de in6culo (10% do volume
total do meio de producdo) dava inicio ao cultivo. As composi¢cdes dos meios de
producdo estdo descritas na Tabela 3.8.

As amostras retiradas apds 0, 12, 24, 36 e 48 horas foram utilizadas para
determinagdo da concentragdo celular. Aliquotas de 20mL do caldo de fermentacao
foram centrifugadas por 20 minutos a 11000 rpm e 4°C, e o sobrenadante utilizado para

a analise da atividade enzimatica.
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Tabela 3.8 - Composicao dos meios de cultivo para producao de PGA

Concentracio (g/L)

Nutriente
MP1 | MP2 | MP3 | MP4 | MP5 | MP6 | MP 7

Extrato de levedura 5,0 - - - - - -
Bacto-triptona 10,0 - - - - - -
NaCl 5,0 - - - - - -

Aminodcidos totais - 10,0 | 20,0 - - - -

Aminoécidos
preferenciais

Solugio salina’ - 0,22 | 0,22 | 0,22 | 0,22 | 0,22 | 0,22

] _ ; 10,0 | 200 | - -

Soro de queijo - 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0

Fenilacetato de
potassio

Uréia - - - - - 3,60 -

Agua de maceragio
de milho

Carbonato de calcio - - - - - 4,10 -

- 3,5 3,5 3,5 3,5 10,0 3,5

- - . ; ; - | 470

3.2.8 Producao da Enzima em Biorreator

A enzima foi obtida pelo crescimento de B. megaterium em biorreator
com capacidade para 2 L seguindo as mesmas etapas que a enzima produzida em
frascos agitados em camara rotativa. Apds esterilizacdo do biorreator, o meio de
producdo, igualmente estéril, foi transferido por gravidade ao fermentador. Um volume
de in6culo equivalente a 10% do volume total foi adicionado, dando inicio ao processo
fermentativo. As condi¢gdes de processo fixadas para todos os ensaios em biorreator
foram: aeragdo 2,0 L/min, temperatura 30°C e auséncia de controle de pH. A
concentracdo de oxigénio dissolvido e a agitacdo variaram entre um ensaio € outro,
assim como o tempo de cultivo. O meio de producdo era composto por aminoacidos
preferenciais 10,0 g/L, soro de queijo 20,0 g/L, solu¢do de sais 0,22 g/L e indutor
fenilacetato de potassio 3,5 g/L.

Os pulsos tinham as seguintes composi¢des € concentragdes: 1)

aminoacidos preferenciais 10,0 g/L, soro de queijo 20,0 g/L, solucdo de sais 0,22 g/L e
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indutor fenilacetato de potassio 3,5 g/L e ii) sulfato de amonio 2,0 g/L e fenilacetato de

potéssio 3,5 g/L.

3.2.9 Acompanhamento da Concentragio Celular

A concentracdo de células foi acompanhada através de medidas de
densidade otica a 600 nm, das amostras de caldos fermentativos, convenientemente
diluidas (FD) em uma solu¢do salina NaCl 0,8 % p/v, de modo que o valor da
absorbancia fosse inferior a 0,6. A concentragdo celular expressa em grama de célula
seca por litro, foi determinada pela reta de calibragdo, que por sua vez foi obtida através
da relacdo entre a massa de células secas em funcdo da densidade otica, representada

pela equacao:

Cy (gcel seca/L) = (0,385 * D.O 600nm ¥ FD) + 0,066 (3.1)

Onde:

Cx=Concentracao celular;
D.O. = Densidade 6tica;
FD = Fator de diluicao.

3.2.10 Determinacio da Atividade Enzimatica — Método PDAB

Este método consiste em determinar atividade amidase da PGA
utilizando o reagente p-dimetilaminobenzaldeido (PDAB) de acordo com o protocolo
proposto por Balashinghan et al., 1972. O grupo amino presente no dacido 6-
aminopenicilanico (6-APA) produzido na reagdo de hidrodlise da penicilina G catalisada
pela PGA, reage com o grupo aldeido presente no PDAB, gerando um produto colorido
que ¢ acompanhado espectrofotometricamente num comprimento de onda de 415 nm. A
leitura foi relacionada a concentragdo de 6-APA por meio de uma curva de calibragdo
obtida com solug¢des padroes de 6-APA com concentracdoes na faixa de 200-1000

ug/mkL.
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Uma unidade internacional (UI) ¢ definida como a quantidade de enzima
que catalisa a formacao de 1 umol de 6-APA por minuto, na hidrolise de penicilina G
potassica a 37°C e pH 8,0.

Em um reator de vidro encamisado com capacidade para S0mL aquecido
por meio de um banho termostatizado ajustado para 37°C, colocaram-se 4mL de PenG
4% p/v, diluida em tampao fosfato 0,1 mM e pH 8,0. Ao estabilizar a temperatura,
adicionaram-se, sob agitacdo, 2,0 mL da amostra contendo a solugdo de enzimas.
Tomaram-se aliquotas de 0,5 mL em diferentes tempos de reacdo, as quais eram
adicionadas em cubetas previamente preparadas com reagente PDAB (0,5 mL de PDAB
0,5% p/v em metanol, 2,0 mL de acido acético 20% v/v e 1,0mL de solugdo de
hidréxido de sédio 0,05M), apds reagir por 2,5 minutos, tomava-se a medida da

absorbancia.

3.2.11 Rompimento das Células de X. campestris para Analise de Producio
Intracelular de PGA

Aliquotas de 30,0 mL foram colocadas em tubos para centrifugagdo por
20 minutos, a 11.000 rpm e 4°C. O sobrenadante foi utilizado para analise de producao
de PGA extracelular. 30,0 mL de uma solucdo contendo NaOH 2,0 M e¢ SDS 1% ecra
utilizada para resuspensdo e lise celular, utilizando-se um agitador de tubos para
homogeneizagdo. O caldo foi centrifugado novamente, separando-se o sobrenadante

para analise de producao intracelular de PGA.

3.2.12 Analise da Atividade Proteolitica no Caldo de Fermentacao

A existéncia de atividade proteolitica no caldo de fermentacdo foi
investigada utilizando-se pHstato, que permite medir a atividade de proteases em termos
de consumo de NaOH para manuten¢ao do pH, que diminui em fungdo da liberagao de
terminais carboxilicos, durante a hidrolise de um substrato protéico, ao se adicionar uma
aliquota do meio de produgdo contendo possiveis proteases excretadas.

A hidrélise foi realizada com 40,0 mL de solugdo de caseina 40,0 g/L e

4,0 mL do caldo, por 15 minutos a 50°C e pH 8,0. A base adicionada foi NaOH 0,03M.
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3.2.13 Caracterizacio da PGA de Bacillus megaterium
3.2.13.1 Determinaciio da Temperatura e pH Otimos

Para determinagcdo da temperatura Otima, a atividade da PGA foi
analisada utilizando-se PenG potassica 4% p/v diluida em tampdo fosfato pH 8,0 como
substrato em diferentes temperaturas de hidrolise (25-70°).

J& para determinagao do valor 6timo de pH foram utilizadas solugdes de
PenG potassica preparadas em diferentes tampdes 200 mM: tampao citrato (pHs 5,0 e
6,0), tampao fosfato (pHs 7,0 e 8,0) e tampao borato (pHs 9,0 e 10,0). Todas as reacdes
foram processadas a 37°C.

A quantificacdo da atividade enzimatica em ambos os casos foi

determinada pelo método do PDAB, descrito no topico 3.2.5.

3.2.13.2 Estabilidades Térmica e Alcalina

A estabilidade térmica foi investigada incubando-se o caldo de
fermentagdo em temperatura de 60°C em banho seco, equipamento que possibilita a
incubagdo de amostras em altas temperaturas por periodos prolongados de tempo. Em
tempos determinados, aliquotas foram retiradas e resfriadas a 25°C. O decaimento da
atividade enzimatica até total inativagdo pela temperatura foi investigado pelo método
do PDAB.

Quanto a estabilidade em pH alcalino, aliquotas do caldo de fermentagao
contendo a enzima, foram expostas a pH 11,0, adicionando-se NaOH 5,0M, sempre
acompanhando os valores de pH em pHmetro. Em tempos determinados eram retiradas
amostras e adicionava-se entdo, uma gota de HCI para que o pH atingisse valor proximo
a 8,0. Essas amostras eram, assim, utilizadas para realizacdo da atividade enzimatica
pelo método do PDAB, determinando-se, entdo, o decaimento da atividade até total

inativacao da enzima.

3.2.13.3 Determinac¢ao dos Parametros Cinéticos — Vi e K,

A influéncia da concentragdo de substrato na atividade de PGA de B.
megaterium foi investigada tomando-se as velocidades iniciais da hidrdlise da PenG

potéssica a diferentes concentragdes, entre 0,5 e 10 mM, diluidas em tampao fosfato 100
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mM pH 8,0 e 37°C. A tangente da curva da concentracdo de produto liberado em fungao
do tempo de reagdo, determinada para o trecho linear, foi tomada como a velocidade
inicial para cada concentragdo de substrato. O ajuste do modelo de Michaelis-Menten
aos pontos experimentais obtidos do grafico de velocidades iniciais versus concentragao
de penicilina G forneceu os parametros Vs € Ky, sendo o ajuste iniciado utilizando as
estimativas dos parametros cinéticos fornecidos por ajuste linear dos pontos 1/V em
funcdo de 1/S (grafico de Lineweaver-Burk), onde V ¢ a velocidade inicial e S, a

concentragdo do substrato.

3.2.13.4 Determinacio da Energia de Ativacao - E,

A energia de ativacdo pode ser estimada pela equacdo de Arrhenius

(Equagdo 3.2).

k =k,.e®” (3.2)
Multiplicando-se ambos os lados da equagdo pela concentracdo inicial e

enzima Eg, obtém-se:

E,

E k= E, ky.e® (3.3)

Aplicando-se logaritmo neperiano:

E
InE,k=InE Lk, —— 34
0 00 RT ( )
Sabendo-se que: V. .=Ek (3.5)
Tem-se:
E 1

InV _ )=In(V,)—| == || — 3.6

Foi estimado o valor de Vs apenas a 37°C. Como:
V= Viis S (3.7)

K,+S§

E o valor obtido para K,, mostra que ele ¢ cerca de 10 vezes menor que a
concentragdo de penicilina G utilizada como padrdo para medida de atividade da
enzima, tem-se que:

V=V (3.8)

max
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Assim, utilizaram-se os valores de velocidade da reacao no trecho
ascendente linear, obtidos nas temperaturas de 25-65°C e construiu-se o grafico In(V) vs
(1/T), sendo feito em seguida o ajuste linear para o célculo da energia de ativacido da

PGA, através do coeficiente angular o

a=-= (3.9)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O inicio da utilizacdo de Xanthomonas campestris na producdo de
penicilina G acilase (PGA) deve-se ao fato de se ter detectado no DNA desse
microrganismo a seqiiéncia genética que codifica a enzima. Esta informagao foi obtida
através do trabalho realizado por Pinotti (2003), em parceria com o Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da
UFSCar, em projeto para sub-clonar o gene da amidohidrolase de Bacillus megaterium
em Escherichia coli. Assim, uma linhagem de X. campestris foi doada pelo
Departamento de Genética e Evolugdo da UFSCar para o grupo de Engenharia de
Processos Enzimaticos - Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar, para que
fossem realizados testes, os quais mostraram produg¢do da enzima pelo microrganismo.

Realizados esses testes, uma placa com agar contendo X. campestris foi
armazenada em geladeira. Com o inicio de uma nova frente de trabalho, que visava
obter PGA de diferentes microrganismos, essa linhagem foi reativada, sendo transferida
para tubos inclinados - “slants” - contendo o meio solido de armazenamento (extrato de
levedura, bacto triptona, cloreto de sddio e 4gar) com o auxilio de uma alga de platina e
solucao salina.

Assim, inicialmente, este trabalho tinha como objetivo otimizar as
condi¢gdes de cultivo, determinando-se o melhor pH inicial, temperatura, meios de
crescimento do microrganismo e produ¢do da enzima, através de ensaios realizados em
camara rotativa com temperatura controlada, bem como caracterizar a PGA de X
campestris. Em paralelo, solicitou-se e se obteve linhagem de X. campestris doada pela
Colegao de Culturas Tropicais (CCT). Verificou-se, entdo, que o microrganismo que se
vinha cultivando era morfologicamente diferente do microrganismo doado pela CCT.

Houve assim, a necessidade de testes para que fosse confirmada a
verdadeira identidade do microrganismo utilizado em nossas pesquisas. Dessa forma,
um slant do microrganismo reativado foi enviado para a Fundacdo André Tosello
(FAT), de Campinas, para que fossem feitas andlises de identificacdo. O resultado
mostrou que o microrganismo era uma linhagem de Bacillus megaterium de Bary
1884* (ATCC 35985), talvez uma decorréncia de contaminac¢io do B. megaterium

utilizado ha tempos pelo grupo de pesquisa.
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Testes de produgdo de PGA com a linhagens de X.campestris
procedentes da Colegdo de Culturas Tropical (CCT) e Instituto Agrondmico do Parana
(IAPAR), mostraram que o crescimento celular foi pequeno e medidas de atividade
enzimatica ndo acusaram produ¢do da enzima.

As linhagens de X. campestris de origens conhecidas talvez necessitem
de um periodo de adaptacdo para que produzam a PGA. Assim, a0 mesmo tempo em
que foram realizadas tentativas de adaptacdo das novas linhagens de X.campestris,
através de repiques sucessivos em meio similar ao que vem sendo utilizado para
B.megaterium, foram feitos estudos das condi¢des operacionais de producao de PGA
pela nova linhagem de Bacillus megaterium, tanto em camara rotativa como em

biorreator.

4.1 Producao de Penicilina G Acilase no DEQ/ UFSCar

A producao de PGA por Bacillus megaterium vem sendo estudada ha
anos no grupo de pesquisa em que se insere este trabalho. Foi realizado um estudo que
comprovou que o uso de uma solugdo de aminoacidos por B. megaterium como fonte de
nitrogénio aumentava a producdo da enzima quando comparado com a caseina, que até
entdo era considerado o melhor substrato para a producao da PGA (Pinotti et al., 2006).
A solugdo de aminoacidos seguia composicao baseada na encontrada no hidrolisado
enzimatico de caseina, e foi denominada neste trabalho como solu¢ao de aminoacidos
totais — aa totais (Silva, 2006). A lista de aminodcidos e suas respectivas concentragdes
encontram-se no Capitulo 3, Tabela 3.5.

Ja que para a formulacdo de um meio de cultivo otimizado nao se deve
levar em consideragdo somente a alta produtividade da enzima, mas também procurar
reduzir os custos de sua produgdo foram realizados ensaios no grupo com B.
megaterium, a fim de estudar quais eram os aminoacidos consumidos preferencialmente
por este microrganismo. Com isso, conseguiu - se eliminar 11 dos 18 aminoacidos totais
inicialmente utilizados, reduzindo, assim, consideravelmente, o custo de producgdo, sem
alterar significativamente os valores de crescimento celular e atividade enzimatica
(Souza, 2003, Pinotti et al, 2006). Esta solucdo de aminoacidos consumidos
preferencialmente ¢ atualmente definida como padrao na produg¢ao de PGA por B.

megaterium ¢ foi denominada neste trabalho como solu¢do de aminoécidos
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preferenciais - aa preferenciais. A Tabela 3.4, no Capitulo 3 apresenta a lista dos 7
aminoacidos consumidos preferencialmente com suas respectivas concentracdes. Além
dos aminoacidos, os meios de producdo eram compostos também por soro de queijo

(20,0 g/L), sais (0,22 g/L) e indutor fenilacetato de potassio (3,5 g/L).

4.2 Producio de Penicilina G Acilase por Xanthomonas campestris em Camara

Rotativa ‘Shaker’

4.2.1 Producio de PGA por linhagem de X. campestris doada pela “Colecao de
Culturas Tropicais (CCT)”

Visando-se trabalhar com uma linhagem procedente de um centro de
referéncia solicitou-se uma amostra de X.campestris a Cole¢ao de Culturas Tropicais,
que foi a seguir cultivada visando producao de penicilina G acilase.

Repiques foram realizados em dois diferentes meios de crescimento e
manuten¢do: o meio nutriente agar (NA), composto por peptona e extrato de carne,
indicado pela CCT e o meio LB, composto por bacto-triptona, extrato de levedura e
NaCl, utilizado atualmente pelo grupo de pesquisa para conservagao do microrganismo.

Observou-se um crescimento mais acentuado nos slants contendo meio
LB, talvez por este ser composto por nutrientes mais assimilaveis pelo microrganismo.
A linhagem continou sendo mantida nesses dois meios, para que se pudesse estudar a
influéncia destes ao longo do tempo no crescimento do microrganismo.

Um ensaio utilizando-se o meio com aminodcidos preferenciais 10,0 g/L
foi realizado em camara rotativa a 300 rpm e 30°C, com a finalidade de verificar a
produgdo de PGA por esta nova linhagem de X. campestris. Foram feitos dois inoculos,
um com o slant contendo meio NA e o outro, com meio LB. Os resultados deste cultivo
estao apresentados na Tabela 4.1.

O crescimento celular foi pequeno e s6 ocorreu em 36 horas de cultivo.
Foram realizadas medidas de atividade enzimatica diretamente no caldo de cultivo e
apos lise celular, para averiguagdo de producdo extra e intracelular, respectivamente,
mas ambas ndo acusaram produc¢do da enzima. Acreditava-se que talvez a nova

linhagem de X. campestris necessitasse de uma fase de adaptacdo. Assim, foram
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realizadas tentativas de adaptagdo da nova linhagem de X campestris, através de
repiques sucessivos em meio similar ao que vinha sendo utilizado para B.megaterium,
composto por extrato de carne, peptona e fenilacetato de potéssio, cujas composi¢cdes
estdo descritas na Se¢do 3.2.1, Tabela 3.3. Mas ensaios posteriores apresentaram
resultados semelhantes ao primeiro, com pequeno crescimento celular e nenhuma
producdo de PGA. Talvez o microrganismo necessite de um tempo maior de adaptacdo

para que comece a produzir a enzima.

Tabela 4.1 - Valores de pH, concentragdo celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na

producdo de PGA por linhagem de X. campestris doada pela CCT.

Meio de crescimento Meio de produgio Ensaio | Tempo | pH O A.E.
(h) (g/L) (UI/L)
0 6,80 0 0
Slant 12 6,87 0 0
meio
aa preferenciais NA 24 6,90 0 0
aa preferenciais (10,0g/L)
(10,0g/L) Soro de queijo (20,0g/L) 36 6,98 0,80 0
Soro de queijo (7,0g/L) | Solugao salina (0,22g/L) 0 6.82 0 0
Solugéo salina (0,5g/L) | Fenilacetato de potassio ’
(3.5¢/L) Slant | 12 |689| 0 0
meio
LB 24 6,86 0 0
36 6,93 1,25 0

4.2.2 Producio de PGA por linhagem de X. campestris doada pelo “Instituto
Agrondmico do Parana (IAPAR)”

Ainda na tentativa de produzir PGA por X. campestris, foi realizado um
ensaio com uma linhagem do microrganismo proveniente do ‘“Laboratorio de
Bacteriologia/ Virologia do Instituto Agronomico do Parana — IAPAR” - X. campestris
ATCC 33913 — armazenados em solucdo de glicerol 80%, em ultrafreezer a -60°C. O
meio de producdo utilizado era composto pelos aminoacidos preferenciais 10,0 g/L,
soro de queijo, sais e indutor fenilacetato de potéassio. Os resultados do ensaio realizado

em camara rotativa a 300 rpm e 30°C podem ser observados na Tabela 4.2.
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Observa-se um crescimento celular mais acentuado, comparando-se com
0 ensaio com o microrganismo proveniente da CCT, atingindo o maximo de 1,89 g/L
em 24 horas de cultivo. Contudo, medidas de atividade enzimatica intra e extracelular
mostraram ndo haver producdo de PGA pela linhagem de X. campestris doada pelo

IAPAR.

Tabela 4.2 - Valores de pH, concentracao celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na

produgdo de PGA por linhagem de X. campestris doada pelo Instituto Agrondmico do

Parana.
Meio de crescimento Meio de produgio Tempo | g Cs A.E.
(h) (g/L) (UI/L)
aa preferenciais 0 6,80 0 0
aa preferenciais (10,0g/L)
(10,0g/L) Soro de queijo (20,0g/L) | 24 | 690 | 189 0
Soro de queijo (7,0g/L) | Solu¢ao salina (0,22g/L) 36 6.98 1.42 0
Solugao salina (0,5g/L) | Fenilacetato de potassio ’ ’
(3,5¢/L) 48 6,82 | 1,40 0

Quando os primeiros ensaios com as linhagens de X. campestris de
procedéncias conhecidas apresentaram resultados inexpressivos na producdo da enzima,
optou-se por realizar um trabalho em paralelo com o microrganismo reativado,
identificado como uma linhagem de Bacillus megaterium, pela Funda¢ao André
Tosello. Assim, foi realizado um estudo das condigdes operacionais de producdo de
PGA - tempo de in6culo, determinacdo da temperatura e pH inicial 6timos, composi¢ao
dos meios de cultivo e influéncia da concentracdo de oxigénio dissolvido - bem como a
caracterizagdo da enzima produzida quanto a temperatura e pH 6timos, estabilidades

térmica e alcalina e parametros cinéticos (Vimax € Kp).

4.3 Producao de PGA por Bacillus megaterium em Camara Rotativa ‘Shaker’
4.3.1 Determinacio do Erro Experimental e da Variabilidade de Diferentes

Inéculos.

Antes de se proceder a estudos das diferentes varidveis foi determinado o

erro experimental na realizacdo do ensaio e também a variabilidade dos resultados de



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 59

concentragdo celular ¢ atividade enzimatica em fun¢do de diferentes indculos. Como
estudos de otimizacdo da composicdo dos meios de cultivo ainda ndo haviam sido
realizados, optou-se por utilizar o meio padrdo, compostos por aminoacidos
preferenciais 10,0 g/L, soro de queijo 20,0 g/L, solugdo de sais 0,22 g/L e indutor
fenilacetato de potéssio 3,5 g/L, e condi¢des utilizadas pelo grupo para producdo de
PGA por B. megaterium - camara rotativa a 300 rpm, 30°C e pH inicial 6timo 8,0 para
meio de crescimento e producdo. Foram feitos trés meios de crescimento, inoculados
com “slants” diferentes ¢ de cada meio de crescimento inocularam-se trés meios de
producao. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.3, sendo que as medidas foram

realizadas em 24 horas de cultivo.

Tabela 4.3 - Valores de pH, concentracdo celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na
producao de PGA por Bacillus megaterium em cultivos com meio padrdo para

determinagdo do erro experimental e variabilidade de indculos.

Cy A.E.
(g/L) | (UVL)

8,87 3,89 401

Meio de crescimento Meio de producao Slant pH

1 8,85 3,97 448

8,89 3,86 435

aa preferenciais (10,0g/L) 8.81 5,09 454
aa preferenciais (10,0g/L) | Soro de queijo(20,0g/L)
Soro de queijo (7,0g/L) Solucao salina (0,22g/L) 2 8,78 5,05 426
Solugdo salina (0,5g/L) Fenilacetato de potassio
(3,5g/L) 8,83 5,11 383

8,80 4,73 499

3 8,83 4,36 489

8,83 4,27 498

A média geral dos niveis de atividades enzimaticas, em 24 horas, foi 448
UI/L e o desvio padrdo correspondente foi de 22 UI/L (cerca de 5%). Para concentragdo

celular a média calculada foi 4,48 g/L e o desvio, 0,11 g/L (cerca de 2,5%).
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4.3.2 Padroniza¢io do Tempo de Indculo e Concentracio Celular na Etapa de

Crescimento do Microrganismo

O tempo que o microrganismo leva para atingir crescimento celular
consideravel na etapa do indculo ¢ uma varidavel importante, pois assim, pode-se
investigar se sdo realmente necessarias 24 horas, ou se um tempo menor seria suficiente
na fase de crescimento, o que levaria a uma diminuig¢do consideravel no tempo total de
ensaio.

O estudo do tempo de cultivo do inoculo de Bacillus megaterium foi
realizado utilizando-se o meio de crescimento padrdo, composto por aa preferenciais
10,0 g/L, soro de queijo e sais, em camara rotativa a 300 rpm e 30°C. O resultado deste

estudo pode ser observado na Tabela 4.4 ¢ na Figura 4.1.

Tabela 4.4 - Crescimento celular em fun¢do do tempo do indculo de Bacillus

megaterium, a 30°C e pH 8§,0.

Tempo (h) Ci(g/D)
2 0
4 0
6 0,03
8 0,01
10 0,01
12 0,06
14 0,20
16 0,59
18 1,35
20 2,23
22 2,58
24 2,65
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Figura 4.1 - Crescimento celular em fun¢do do tempo do indculo de Bacillus

megaterium, a 30°C e pH 8,0.

Pelos dados mostrados na Tabela 4.4, percebe-se que a fase exponencial
ocorre entre 14 e 22 horas de cultivo, periodo no qual a concentracao celular (Cy) passa
de 0,20 para 2,58 g/L, ou seja, ocorre um aumento de aproximadamente 90% nesse
intervalo de tempo. Apos as 22 horas de cultivo, ja se nota declinio da velocidade de
crescimento celular, conforme pode ser visto na Figura 4.1, provavelmente em
conseqiliéncia do esgotamento de nutrientes. Portanto, em 24 horas a concentragdo
celular ja estd proxima do valor maximo. A velocidade especifica maxima de
crescimento do microrganismo (Umax) foi calculada através dos logaritmos de Cy para
cada tempo, entre 14 e 22 horas (duragdo aproximada da fase exponencial), colocados
em um grafico. A tangente da reta obtida nesse intervalo ¢ igual a

i :M, através do qual se determinou a velocidade méaxima especifica
t,—t,
de crescimento, pmsx =0,33 ht.

A literatura reporta estudo do crescimento de B. megaterium em meio
contendo glicose, encontrando velocidade méxima especifica de crescimento, pms=0,68
h™' (Nekolny e Chaloupka, 2000).

Foi realizado também um estudo da concentragdo celular maxima

alcangada na fase de crescimento do microrganismo, para que se pudesse padronizar o
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volume de indculo, e consequentemente, a concentracao celular, utilizada no inicio da
fase de producdo da enzima.

A produgdo do in6culo para crescimento do Bacillus megaterium foi feita
em erlenmeyers de 500 mL contendo 75 mL do meio de crescimento (aa preferenciais
10,0 g/L, soro de queijo e solucdo salina). Apds a adicdo do microrganismo,
provenientes da raspagem dos “slants” com o auxilio de uma solugao salina NaCl 0,9%
p/v, o meio de crescimento era incubado em camara rotativa por 24 horas a 300 rpm e
30°C. Os valores de concentragdes celulares obtidos a partir de diferentes indculos

provenientes de slants distintos podem ser observados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Valores de concentracdo celular apds 24 horas de cultivo sob iguais

condi¢cdes de Bacillus megaterium obtidos de diferentes “slants”

Indculo Ci(g/)
1 2,65
2 2,51
3 2,81
4 2,87
5 2,54
6 2,63
7 2,73

Observando-se a Tabela 4.5, pode-se concluir que as concentragdes
celulares atingidas apos 24 horas sdo bastante semelhantes. Portanto, a metodologia que
vem sendo utilizada, adicdo de 5 mL de in6culo (10% do volume total do meio de
produgdo) obtido apds 24 horas de cultivo (ou seja, aproximadamente 0,013 g de
células) resulta em uma adequada padroniza¢ao do indculo, sempre que este tenha sido
cultivado sob as mesmas condigoes.

Por outro lado, no estudo efetuado na primeira etapa deste trabalho, de
fato, houve variacdo das condigdes de cultivo na fase de crescimento, pois se estudou a
influéncia do pH no crescimento do microrganismo (producdo do indculo). Contudo, os
valores das concentracdes celulares atingidas em 24 horas ndo variaram
significativamente, de modo que a metodologia utilizada (5 mL do inoculo apds 24

horas de cultivo) também implicava se iniciar a fase de producdo com concentragdes
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celulares padronizadas. Assim, o efeito do pH de cultivo da fase do indculo na produgao
da enzima na fase seguinte (producdo) deve ser atribuido a variacdes no estado
fisiolégico do microrganismo e ndo a variagdio na concentragdo inicial do

microrganismo na fase de producao.

4.3.3 Otimizacao das Condicoes de Cultivo para Produc¢ao da Penicilina G Acilase
por Bacillus megaterium: pH Inicial e Temperatura.

Como o meio padrdo mostrou-se efetivo no crescimento de Bacillus
megaterium ¢ producdo da enzima, optou-se por utiliza-lo nos ensaios para defini¢do do
melhor pH inicial e temperatura 6tima, uma vez que o estudo da composi¢ao dos meios
de cultivo foi realizado na etapa seguinte deste trabalho. Assim, sera nomeado como
padrdo neste trabalho o meio composto por aminodcidos preferenciais 10,0 g/L, soro de
queijo 20,0 g/L, sais 22,0 g/L e indutor fenilacetato de potassio 3,5 g/L. Todos os
experimentos desta fase do trabalho foram realizados em camara rotativa a 300 rpm e

30°C, a ndo ser no estudo de temperatura, em que esta variavel era alterada.

4.3.3.1 Influéncia do pH Inicial no Cultivo de Bacillus megaterium

A primeira variavel estudada na produ¢do de PGA por Bacillus
megaterium foi o pH inicial. Foram testados os pHs iniciais 7,0, 7,5, 8,0 e 8,5 , em
diferentes combinagdes nas duas fases de cultivo, crescimento e producdo da enzima
(presenga de indutor).

Neste primeiro ensaio dois diferentes pHs iniciais foram testados, 7,0 e
8,0, tanto para o meio de crescimento quanto para o de produ¢do. Os resultados sdo
apresentados na Tabela 4.7.

Ap6s 36 horas de cultivo, ambos os ensaios, a pH inicial 7,0 e 8,0,
atingiram maxima concentracdo de enzimas ndo associada a maxima concentragdo
celular. Observa-se também que no ensaio a pH inicial 7,0 houve uma maior produ¢ao
da PGA, 400 UI/L, quando comparada com o ensaio a pH inicial 8,0, 316 UI/L. Esse
ensaio mostrou, portanto, que o microrganismo tem preferéncia pela condi¢ao pH inicial
igual a 7,0 para meio de crescimento e meio de produgdo, pois nos ensaios em pH

inicial 8,0 a produg¢do foi menor.
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Tabela 4.6 - Valores de pH, concentracdo celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na

produgdo de PGA por Bacillus megaterium em cultivos com meio padrdo — pHs iniciais

7,0 e 8,0 para meio de crescimento e produgao.

Tempo C, 20,11 | A.E.£22
Meio de Crescimento Meio de Producio pH
(h) (g/L) | (UIL)
aa preferenciais (10,0g/L) 12 7,84 3,09 240
aa preferenciais (10,0g/L) | Soro de queijo(20,0g/L)
Soro de queijo (7,0g/L) | Solugdo salina (0,22g/L) 24 842 | 3,36 357
Solugdo salina (0,5g/L) Fenilacetato de potassio
(3,5¢/L) 36 | 895 | 239 400
pHi=7,0
pH:=7,0 48 9,06 2,15 277
aa preferenciais (10,0g/L) 12 7.87 3,12 224
aa preferenciais (10,0g/L) | Soro (Ee querjo (20,0g/L)
Soro de queijo (7,0g/L) | Solucdosalina (0,22g/L) | 24 | 850 | 3,28 216
Solugdo salina (0,5g/L) Fenilacetato de potassio
(3,5¢/L) 36 8,85 | 2,83 316
pHi=8,0
pH;=8,0 48 8,86 2,67 291

Verifica-se no decorrer deste, e de todos os cultivos, uma tendéncia a um

pH alcalino, fato este que sera discutido no Capitulo 4.6.

Observa-se também, que apds um pico na atividade enzimatica, ocorre

uma queda nesses valores. Suspeitava-se que o microrganismo estaria produzindo

proteases, que estariam hidrolisando a enzima. Essa suspeita foi eliminada apds uma

analise em pHstato, o qual sera discutido no Capitulo 4.5.

Nesta proxima etapa estudou-se, entdo, a influéncia dos pHs iniciais

intermediarios, 7,5 e 8,5, para o meio de produ¢do a fim de observar a ocorréncia de

picos de atividade enzimatica nesses valores. Como através do ensaio anterior pH inicial

igual a 7,0 apresentou um maior crescimento em relagdo ao pH inicial igual a 8,0,

adotou-se como pH inicial padrao o valor igual a 7,0 para o meio de crescimento neste

ensaio. Os resultados dessa bateria de ensaios estdo apresentados na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 - Valores de pH, concentragdo celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na
producdo de PGA por Bacillus megaterium em cultivos com meio padrdo — pH inicial

7,0 para meio de crescimento e pHs iniciais 7,0, 7,5, 8,0 e 8,5 para os meios de

produgdo.
. . . ~ Tempo C,£0,11 | A.E. £22
Meio de crescimento Meio de producio (h) pH (/L) (UI/L)

aa preferenciais (10,0g/L) 12 7,96 4,59 140

Soro de queijo(20,0g/L)
Solugao salina (0,22g/L) 24 8,38 5,03 342

Fenilacetato de potassio
(3,5g/L) 36 8,82 3,64 174
pHi=7,0 48 9,06 3,53 253

aa preferenciais (10,0g/L) 12 7,98 4,07 332
Soro de queijo(20,0g/L)
Solugao salina (0,22g/L) 24 8,36 4,15 354
Fenilacetato de potassio

(3,5g/L) 36 8,85 3,87 328
aa preferenciais (10,0g/L)
Soro de queijo (7,0g/L) pH=7,5 48 9,13 3,48 300
Solugao salina (0,5g/L)

aa preferenciais (10,0g/L) 12 7,94 4,34 400

pHi=7,0 Soro de queijo(20,0g/L)
Solugao salina (0,22g/L) 24 8,35 4,75 420

Fenilacetato de potassio
(3,5g/L) 36 8,82 | 4,00 313
pH;=8,0 48 9,07 | 3,72 348

aa preferenciais (10,0g/L) 12 7,89 4,10 329
Soro de queijo(20,0g/L)
Solugao salina (0,22g/L) 24 8,36 5,04 358
Fenilacetato de potassio

(3,5g/L) 36 8,80 | 4,15 338

pH=8,5 48 9,08 4,02 219

Observando-se os dados da Tabela 4.7, verifica-se que os valores
intermediarios de pH inicial de meio de producao, 7,5 e 8,5, ndo conduziram a niveis de
atividade enzimatica superiores aos obtidos com os pHs até entdo estudados, podendo
assim, serem descartados nos proximos experimentos. Para todos os ensaios verificou-
se uma tendéncia a pHs alcalinos, com producdao maxima de PGA em 24 horas de

cultivo.
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Pode-se notar que a combinagdo que favoreceu méxima producao de
enzima, 420 UI/L, consistia em meio de crescimento a pH inicial 7,0 e meio de
producdo a pH inicial 8,0, ndo mais seguindo um padrdo de pHs iniciais iguais para
crescimento e producgdo, sugerindo que combinagdes alternadas dessas variaveis devem
ser testadas.

Com isso, tornou-se necessaria a realizagao de ensaios alternados, a fim
de determinar o pH 6timo para o meio de crescimento, bem como para o meio de

producao, fazendo-se diferentes combinagdes entre eles.

Tabela 4.8 - Valores de pH, concentracdo celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na
produg¢do de PGA por Bacillus megaterium em cultivos com meio padrdo — pHs

alternados para meios de crescimento e producao.

Meio de Crescimento Meio de Producao Te(lllll)po pH CE‘;%; 1 A(é@l/ﬂiZ)Z
aa preferenciais (10,0g/L) 12 7,92 0,08 0
Soro de queijo (20,0g/L)
Solugdo salina (0,22g/L) 24 8,55 3,97 234
Fenilacetato de potassio
(3,5g/L) 36 9,08 3,58 257
aa preferenciais (10,0g/L)
Soro de queijo (7,0g/L) pHi=7,0 48 9,41 2,94 262
Solugao salina (0,5g/L)
aa preferenciais (10,0g/L) 12 8,19 3,64 146
pH=7,0 Soro de queijo (20,0g/L)
Solugao salina (0,22g/L) 24 8,84 4,04 296
Fenilacetato de potassio
(3,5g/L) 36 9,06 3,24 232
pH=8,0 48 9,42 2,87 269
aa preferenciais (10,0g/L) 12 8,11 3,68 82
Soro de queijo (20,0g/L)
Solugéo salina (0,22g/L) 24 8,84 4,21 400
Fenilacetato de potassio
(3,5g/L) 36 9,04 3,98 211
aa preferenciais (10,0g/L)
Soro de queijo (7,0g/L) pH:=7,0 48 9,28 2,83 290
Solugao salina (0,5g/L)
aa preferenciais (10,0g/L) 12 8,20 3,89 192
pH= 8,0 Soro de queijo (20,0g/L)
Solugdo salina (0,22g/L) 24 8,80 4,20 320
Fenilacetato de potassio
(3,5g/L) 36 9,10 3,51 331
pH=8,0 48 9,44 2,95 314




CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 67

Na Tabela 4.8 sdao mostrados os resultados obtidos para ensaios
realizados em meio de crescimento com pH inicial 7,0 e meios de produgdo 7,0 e 8,0, e
meio de crescimento com pH inicial 8,0 e meios de producao 7,0 e 8,0, respectivamente.

Diferentemente dos resultados obtidos anteriormente quando se
realizaram ensaios apenas com meio de crescimento a pH inicial 7,0, obteve-se maxima
producgdo enzimatica, 400 UI/L, ao se combinar meio de crescimento a pH inicial 8,0 e
meio de produgdo a pH inicial 7,0. Para confirma¢do desses resultados, uma nova
bateria de ensaios foi realizada nas mesmas condi¢des, sendo que os dados sdo

apresentados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 - Valores de pH, concentracdo celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na
producao de PGA por Bacillus megaterium em cultivos com meio padrao — pHs
alternados para meios de crescimento e producao.

. . . ~ Tempo C,+0,11 | A.E.£22
Meio de Crescimento Meio de Producio (h) pH (g/L) (UI/L)
aa preferenciais (10,0g/L) 12 8,03 2,77 53
Soro de queijo (20,0g/L)
Solugdo salina (0,22g/L) 24 8,71 3,90 327
Fenilacetato de potassio
(3,5g/L) 36 9,05 3,77 312
aa preferenciais (10,0g/L)
Soro de queijo (7,0g/L) pH=7,0 48 9,29 3,49 299
Solucao salina (0,5g/L)
aa preferenciais (10,0g/L) 12 8,15 2,93 77
pH=7,0 Soro de queijo (20,0g/L)
Solugao salina (0,22g/L) 24 8,62 4,22 400
Fenilacetato de potassio
(3,5g/L) 36 9,00 4,03 375
pH=8,0 48 9,36 3,65 352
aa preferenciais (10,0g/L) 12 8,05 1,51 32
Soro de queijo (20,0g/L)
Solugéo salina (0,22g/L) 24 8,58 4,17 450
Fenilacetato de potassio
(3,5g/L) 36 8,84 3,17 409
aa preferenciais (10,0g/L)
Soro de queijo (7,0g/L) pH=7,0 48 9,30 2,82 338
Solucao salina (0,5g/L)
He 8.0 aa preferenciais (10,0g/L) 12 8,12 1,83 27
pHi= 8, Soro de queijo(20,0g/L)
Solugéo salina (0,22g/L) 24 8,60 4,19 405
Fenilacetato de potassio
(3.5¢/L) 36 9,09 3,40 281
pH=8,0 48 | 929 | 3,11 | 285
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Observa-se novamente que o pH que conduziu a maior produgdo da
enzima, 450 UI/L em 24 horas de cultivo foi meio de crescimento e producdo com pHs
iniciais iguais a 8,0 e 7,0 respectivamente, comprovando, tal como no ensaio anterior,
que a combinacao desses pHs € a mais favoravel para a produgdo de PGA. Verificou-se
também, como em todos os ensaios realizados, uma tendéncia a um pH alcalino no
decorrer dos cultivos.

Adotaram-se entdo estas condi¢des O0timas como sendo padrdes para a
realiza¢dao dos proximos experimentos.

Dado que em todos os ensaios realizados, o pH inicial sempre tendia a
um pH alcalino ao longo do cultivo, verificou-se a possibilidade da utilizacdo de
solugdes tampao no intuito de manter o pH constante durante todo o processo
fermentativo e estudar a influéncia dessa condi¢do na producao da enzima. Para tanto,
foram utilizados tampdes fosfato nos cultivos a pHs 7,0; 7,5 e 8,0, e tampdo acido
boérico-borax no cultivo a pH 8,5. Todos na concentragdo de 0,2 mol/L. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 4.10. As solucdes tampao foram utilizadas no lugar da
agua destilada nos meios de producao e pH inicial dos meios de crescimento foi
ajustado para 8,0. Simultaneamente, realizou-se um ensaio controle nas condi¢des
padrdes (MC-pH 8,0 e MP-pH 7,0) a fim de se verificar a viabilidade do microrganismo
e comparar o patamar de concentraciao de enzimas.

A utilizac¢do de tampao fosfato e tampao acido borico-borax, de concentragao 0,2
M, na forg¢a i6nica utilizada ndo foi uma estratégia eficiente para manutencdo do pH,
continuando, todos os ensaios a apresentarem a tendéncia em convergir para valores de
pH préximos de 9,0, provavelmente ocasionados pela liberacdo de amonia, fato este que
sera comentado mais adiante. Contudo, conforme pode ser observado pelos resultados
da Tabela 4.10, embora tenha ocorrido crescimento celular, os niveis de enzima foram
bem inferiores aos obtidos no ensaio padrdo, indicando que a presenca de ions fosfato e
borato interferem no metabolismo celular e conseqiientemente na sintese e expressao da

enzima, mesmo na baixa forca ionica utilizada.
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Tabela 4.10 - Valores de pH, concentracao celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na

producdo de PGA por Bacillus megaterium em cultivos contendo solu¢do tampao.

+ Ex
Meio de crescimento Meio de producio Te(rlrll)po pH C?g /(I):)l 1 A(IIJEI /LZ)Z
aa preferenciais (10,0g/L)
Soro de queijo(20,0g/L) 12 796 | 287 24
Solugao salina (0,22g/L) 24 851 337 24
Fenil acetato de potassio ’ ’
(3.5¢/L) 36 | 899 | 321 43
pHi=7,0
tampaio fosfato 0,2 M 48 9,05 2,97 39
aa preferenciais (10,0g/L)
Soro de queijo(20,0g/L) 12 7,93 2,93 28
Solucao salina (0,22g/L)
Fenil acetato de potassio 24 8,21 3,40 29
(3,5¢/L) 36 | 790 041 36
pHi=795
aa preferenciais (10,0g/L) tampao fosfato 0,2 M 48 9,23 3,09 36
Soro de queijo (7,0g/L) | aa preferenciais (10,0g/L)
Solugdo salina (0,5g/L) Soro de queijo(20,0g/L) 12 8,041 349 16
Solucao salina (0,22g/L)
pH;=8,0 Fenil acetato de potassio 24 849 3.82 27
(3,5¢/L) 36 | 923 | 284 16
pHi=8,0
tampao fosfato 0,2 M 48 8,82 3,60 24
aa preferenciais (10,0g/L)
Soro de queijo(20,0g/L) 12 8,01 1,60 47
Solucao salina (0,22g/L)
Fenil acetato de potassio 24 8,25 2,63 22
(3,5¢/L) 36 |884| 237 51
pHi=8,5
tampao ac. borico 0,2 M 48 8,51 2,55 >0
pH=70 24 851 3,61 400

Padrao
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4.3.3.2 Influéncia da Temperatura no Cultivo de Bacillus megaterium

Para que fosse estudada a influéncia da temperatura na producdo e
expressdo de PGA por Bacillus megaterium, foram realizados ensaios em frascos
agitados, no intervalo de 25 a 40°C, com amostras retiradas em 24 horas de cultivo.
Utilizaram-se meio composto pelos aminoacidos preferenciais 10,0 g/L e soro de queijo
na presenca do indutor fenilacetato de potassio e a combinagdo de pHs que conduziu a
maior produgdo da enzima, determinada nos estudos anteriores - meio de crescimento e
produ¢do com pHs iniciais iguais a 8,0 e 7,0, respectivamente. Os resultados destes

ensaios podem ser observados na Tabela 4.11 e Figura 4.2

Tabela 4.11 - Valores de concentragao celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na

produgdo de PGA por Bacillus megaterium em cultivos a diferentes temperaturas

. . . ~ Temp. C,£0,11 | A[E£22
Meio de crescimento Meio de producio “C) (g/L) (UI/L)
25 3,00 135
.. 28 3,77 159
aa preferenciais (10,0 g/L)
aa preferenciais (10,0g/L) Soro de queijo (7,0g/L) 30 4,50 355
Soro de queijo (7,0g/L) Sais (0,5g/L)
Sais (0,5g/L) Fenil acetato de potassio 31 4,01 227
(3,5g/L)
pH=8.0 32 4,10 213
Hi:7,0
P 35 3.8 206
40 1,30 11
400
d
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-g 300
:"g 250 A
N 200 -
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S 150 ¢
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Figura 4.2: Influéncia da temperatura na produgao de PGA por Bacillus megaterium
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Os resultados mostram que 30°C ¢ a temperatura Otima para o
crescimento do microrganismo e para maxima producdo de enzimas atingindo 355 UI/L
na presenca de 4,50 g/L de células. Cultivo realizado a 35°C alcangou valor de atividade
enzimatica 42% menor que o padrdo utilizado at¢ o momento (30°C). Temperatura
controlada a 40°C ndo permitiu crescimento do microrganismo nem tampouco
expressdo da enzima. Esses resultados evidenciam ser 30°C a melhor temperatura para
producdo da enzima e a necessidade de um controle rigoroso de temperatura para
cultivos em frascos agitados.

Rajendhran et al., 2002, investigaram as melhores condi¢des de producao
de PGA por linhagem de Bacillus megaterium, realizando experimentos no intervalo de
temperaturas de 26 — 34°C e concluiram que 28°C foi a temperatura Otima para a

produgdo da enzima por essa linhagem.

4.3.4 Estudo da Composicio de Meios de Cultivo na Producio da PGA por
Bacillus megaterium

De modo a atingir crescimento pleno do microrganismo, bem como
conseguir uma maxima producdo de enzima, faz-se necessario um estudo visando
determinar as condi¢des adequadas de composicdo do meio. A grande diversidade de
microrganismos dificulta estabelecer um meio universal que atenda as necessidades de
todos eles. Muitas vezes, o que ¢ exigido por um, inibe totalmente o crescimento e
producdo em outros. Assim, esta parte do trabalho visa determinar a influéncia da
composi¢ao do meio de cultivo na producdo de PGA por Bacillus megaterium.

Assim, cultivos foram realizados com meios de produ¢do compostos por
fontes sintéticas de carbono e nitrogénio, com solucdo de aminodcidos totais, ou seja
todos os 18 aminoacidos, com concentragdes de 10,0 e 20,0 g/L, soro de queijo, solugdo
de sais e indutor fenilacetato de potdssio. Os resultados desses ensaios estdo
apresentados na Tabela 4.12.

Ressaltando que foi utilizada a combinagdo de pHs que conduziu a maior
producdo da enzima, determinada nos estudos anteriores - meio de crescimento e
produ¢do com pHs iniciais iguais a 8,0 e 7,0, respectivamente.

O meio padrdo (aminoécidos preferenciais 10,0 g/L, soro de queijo 7,0

g/L e sais 0,5 g/L) foi utilizado na fase de crescimento, a fim de garantir a presenca de
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algum elemento essencial j4 que as exatas exigéncias nutricionais do microrganismo

ndo estdo ainda bem definidas.

Tabela 4.12 - Valores de pH, concentracdo celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na
producao de PGA por Bacillus megaterium em cultivos contendo aminoacidos totais a

10,0 e 20,0 g/L, a 30°C

Tempo pH C,+0,11 | A E£22

Meio de crescimento Meio de producao (h) (/L) (UI/L)
aa totais (10,0g/L) 12 7’94 3,61 194
Soro de queijo (20,0g/L)

Solugdo salina (0,22g/L) 24 8,10 3,76 216
Fenilacetato de potassio
(.5g/L) 36 | 8,68 | 2,68 | 257

aa preferenciais (10,0g/L)
Soro de queijo (7,0g/L) pH=7,0 48 8,70 | 2,69 215
Solugao salina (0,5g/L)

aa totais (20,0g/L) 12 7,93 3,22 53
pH=8,0 Soro de queijo(20,0g/L)

Solugdo salina (0,22g/L) 24 8,22 4,07 129
Fenilacetato de potassio

(3,5¢/L) 36 8,66 | 3,45 91

pH=7,0 48 | 8,60 | 337 120

Pode-se verificar que a concentragdo da solu¢do de aminoacidos tem
bastante influéncia nos niveis de produgdo da PGA. Nos ensaios com concentragao de
aa totais de 10,0 g/L, em 36 horas de cultivo, a atividade enzimatica chegou a um nivel
maximo de 257 UI/L, enquanto 129 UI/L foram atingidos como maximo na
concentragdo de 20,0 g/L. Observa-se, entdo, que ocorre um efeito inibidor/repressor
quando se aumenta a concentracdo inicial de aminoacidos de 10,0 para 20,0 g/L,
gerando uma reducdo na expressao da enzima. Além disso, constatou-se que nem
sempre um crescimento celular mais pronunciado leva a uma maior producdo de
enzima. Observa-se que no ensaio com concentragdo 10,0 g/ ocorreu o pico da
atividade enzimatica (257 UI/L) e o crescimento celular foi de 3,76 g/L, enquanto no
ensaio com 20,0 g/L, a concentragdo de células foi de 4,07 g/L e a atividade enzimatica

atingiu somente 129 UI/L.

Além da possivel repressdo por excesso de nitrogénio na produgdo da

enzima, ¢ possivel também que concentragdes residuais maiores de alguns aminoacidos
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no meio com 20,0 g/L estejam inibindo a agdo da enzima produzida e ndo a sua
produgao.

Com o intuito de otimizar o meio de cultivo, isto €, aumento da produgdo
aliado a uma reducdo dos custos, foram realizados novos ensaios com fontes sintéticas
de carbono e nitrogénio, com o meio utilizado pelo grupo, composto pelos sete
aminodcidos consumidos preferencialmente por este microrganismo, em concentragdes
de 10,0 e 20,0 g/L. Os resultados destes ensaios sdo apresentados na Tabela 4.13.

Os resultados obtidos estdo de acordo com a teoria. Nao ¢ necessario um
meio que forneca todos os aminoacidos, pois existem vias biossintetizantes que levam
aos 20 aminodcidos. Por exemplo, a Escherichia coli pode sintetizar todos os
aminoacidos necessdrios para a sintese de proteinas, a partir de precursores simples
(Lehninger, 1993).

Em tese, na presenga dos acidos aspartico e glutdmico, ndo seriam

necessarios nem os outros cinco aminoacidos.

Tabela 4.13 - Valores de pH, concentracdo celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na
producao de PGA por Bacillus megaterium em cultivos contendo aminoacidos

preferenciais a 10,0 e 20,0 g/L.

. . . ~ Tempo C,+0,11 | A.LE£22
pH xTY,
Meio de crescimento Meio de producio (h) (/L) (UI/L)
aa preferenciais (10,0g/L) 12 8,05 1,93 25
Soro de queijo (20,0g/L)

Solugéo salina (0,22g/L) 24 8,69 5,49 335
Fenilacetato de potassio
(3,5g/L) 36 9,14 | 393 394

aa preferenciais (10,0g/L)
Soro de queijo (7,0g/L) pHi=7,0 48 9,34 | 3,79 301
Solugao salina (0,5g/L)

aa preferenciais (20,0g/L) 12 8,11 3,83 193
pH;=8,0 Soro de queijo (20,0g/L)
Solugéo salina (0,22g/L) 24 8,60 | 3,12 361
Fenilacetato de potassio

(3,5g/L) 36 9,04 | 4,59 592

pHi=7,0 48 9,20 | 3,67 580

Observando-se os ensaios com meios contendo aa preferenciais, verifica-

se que em 36 horas no cultivo com 20,0 g/L, a atividade enzimatica atingiu o maximo
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de 592 UI/L, enquanto o maximo atingido com a concentracao de 10,0 g/L foi 394
UI/L. Esses resultados indicam que o efeito inibidor/repressor ocorrido no ensaio com
aa totais a 20,0 g/L pode ter sido causado por algum aminoacido individual omitido
entre os preferencialmente consumidos, pois nos ensaios com aa preferenciais,
observou-se uma maior produ¢do quando a concentracdo foi aumentada de 10,0 para
20,0 g/L. Neste caso verificou-se também que a concentragdo maxima de enzimas ndo
estava associada ao crescimento celular, pois os picos de crescimento celular ocorreram
em 24 horas, enquanto as maximas atividades enzimaticas foram obtidas em 36 horas de
cultivo, possivelmente apds esgotamento total dos aminoacidos.

O meio contendo soro de queijo, fenilacetato de potdssio e os
aminodcidos preferenciais em concentragdo 20,0 g/L foi mais eficiente que o meio
composto por aminoacidos totais, gerando aumento significativo nos niveis de
expressao de PGA. Contudo, o aumento no tempo de produgdo e o custo adicional de
aminodcidos requerem estudo econdmico para decidir se € viavel o uso de 20,0 g/L.

Como foi observada nos ensaios anteriores, a utilizacdo de aminoacidos,
cuja composi¢do elementar divide-se entre carbono e nitrogénio, torna dificil o
estabelecimento de uma composicao O0tima para esse nutriente, pois concentragcdes que
favorecem sua aplicagdo como fonte de nitrogénio, podem inibir a sua utilizagdo por
excesso de carbono, e vice-versa. Levando isso em consideragao, foi realizado teste com
fontes individuais de carbono (fenilacetato de potdssio) e nitrogénio (uréia), em
substitui¢do aos aminodcidos livres que atuavam como fonte conjunta desses dois
nutrientes. Suas concentracdes foram baseadas na composi¢ao da solugao de 10,0 g/L de
aminodcidos preferenciais, onde carbono e nitrogénio contribuiam com 41% e 17%,
respectivamente. Nesse ensaio, além do fenilacetato de potassio como fonte de carbono,
foram adicionados 3,5 g/L. utilizados como indutor na produgdo da enzima. Os
resultados do ensaio com meio sintético de nitrogénio pode ser observado na Tabela
4.14.

Neste ensaio o meio padrao (aminoacidos preferenciais 10,0 g/L, soro de
queijo e sais) foi utilizado novamente na fase de crescimento do microrganismo, ja que
este vem garantindo bons niveis de crescimento celular.

Observando-se a Tabela 4.14, verifica-se que a utilizagdo de uréia e

fenilacetato de potdssio, embora tenham permitido um Otimo crescimento do
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microrganismo, 7,69 g/ em 48 horas de cultivo, ndo promoveram producao

significativa da enzima, 96 g/L, em 48 horas de cultivo.

Tabela 4.14 - Concentracao celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na produgdo de

PGA por Bacillus megaterium em cultivo contendo uréia.

Meio de crescimento Meio de producio Tilfll)po pH CE‘;‘;’;I AEIIJEI/:;‘Z)Z

Uréia (3,60g/L) 12 8,05 | 232 0
aa preferenciais (10,0g/L) Soro de queijo(20,0g/L)
Soro de queijo (7,0g/L) Solugao salina (0,22g/L) 24 8,52 | 4,60 38
Solucgao salina (0,5g/L) CaCOs; (4,10g/L)
Fenilacetato de potassio 36 8,68 7,38 85
pH= 8,0 (10,0g/L)

pH=7,0 48 9,26 | 17,69 96

Cultivos compostos por fontes complexas de nitrogénio e carbono foram
também testados, sendo que o primeiro lote de ensaios reproduzia o meio sélido de
armazenamento e conservagdo do microrganismo (meio LB). A outra fonte complexa
utilizada foi a agua de maceragao de milho (AMM), que tem sido amplamente reportada
na literatura como substrato na producdo de PGA (Shewale et al, 1989; Parmar et al,
2000), fato este que nos motivou a realizar este ensaio. A concentracdo deste nutriente
foi baseada na contribui¢cdo de nitrogénio (17%) na solugdo de aminoacidos 10,0 g/L,
sabendo-se que AMM contém 3,5% de nitrogénio em sua composi¢do. Os resultados de
ambos os cultivos sdo apresentados na Tabela 4.15.

Pode-se observar que a maxima concentragdo celular no meio de cultivo
LB, 3,12 g/L, foi atingida apds 48 horas de cultivo, porém, medidas de atividade
enzimatica s6 acusaram produ¢ao pouco expressiva de PGA (51 UI/L) em 36 horas de
cultivo, indicando que extrato de levedura e triptona, apesar de promoverem
crescimento do microrganismo, ndo compdem um meio adequado para a producdo da
enzima.

A 4gua de maceragdo de milho, embora tenha promovido crescimento do
microrganismo, 4,56 g/l em 36 horas de cultivo, também ndo conduziu a valores de
atividades enzimadticas significativos, 23 UI/L em 48 horas, provavelmente por conter

carboidratos que por serem de fAcil assimilagdo reprimam a sintese da enzima.



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 76

Tabela 4.15 - Valores de pH, concentragdo celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.) na
producdo de PGA por Bacillus megaterium em meio LB —bactotriptona/extrato de

levedura e meio contendo 4gua de maceragdo de milho (AMM).

. . . x Tempo | g | C:20,11 | AE£22
p 9
Meio de crescimento Meio de producao (h) (g/L) (UI/L)
Extrato de levedura Extrat((; ((1)3 }]e:\)/edura 12 8,971 2,39 0
(5,0g/L) ©,Vg
Bacto triptona (10,0g/L) Bact(;\ltrlé)lt(z?ao( l/i)d,)Og/L) 24 8,89 | 2,78 0
a ,0g
NaCl(5.0¢/L) 36 941 | 277 | 51
PH= 8,0 pH=7,0 48 1978 | 3,12 0
AMM (47,0g/L) 12 |815| 323 0
aa preferenciais (10,0g/L) | Soro (~1e qu§1J0(20,0g/ L)
Soro de queijo (7,0g/L) | Solugdo salina (0,22g/L) 24 | 843 | 425 0
Solugdo salina (0,5g/L) Fenilacetato de potassio
(3,5¢/L) 36 | 8,38 | 5,46 0
pHi= 8,0
pH=7,0 48 9,26 | 391 23

Os resultados mostraram-se inexpressivos com a utilizacdo de fontes
complexas de carbono e nitrogénio, sendo que o meio de cultivo composto por
aminoacidos consumidos preferencialmente pelo microrganismo 20 g/L, fenilacetato de
potassio 3,5 g/L, solucdo com diferentes sais 0,22 g/L, e soro de queijo 20,0 g/L
mostrou-se ser o mais eficiente na producdo da PGA, atingindo maxima concentragao
celular e atividade enzimatica, 4,59 g/L e 592 UI/L, respectivamente, em 36 horas de
cultivo, com pHs para os meios de crescimento e producdo iguais a 8,0 e 7,0,

respectivamente, e temperatura controlada em 30°C

4.4 Producio de PGA por Bacillus megaterium em Biorreator

A concentragdo de oxigénio dissolvido na produgdo da PGA ¢ uma
variavel comumente estudada em cultivos de microrganismos, pois tanto seu excesso
como sua falta pode prejudicar a produgdo da enzima. Esta foi a principal motivagdo na
realizagdo dos cultivos em biorreator. Esses ensaios foram também aproveitados para se
observar o efeito de pulsos de nutrientes, os quais eram adicionados apds se verificar

que havia se atingido o pico de produgao da enzima.
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Estudos mostraram que o meio composto por aminodcidos consumidos
preferencialmente 20 g/L, fenilacetato de potéassio 3,5 g/L, solucdo com diferentes sais
0,22 g/L, e soro de queijo 20,0 g/l foi o mais efetivo na producdo da enzima.
Entretanto, os ensaios em biorreator foram realizados com meio de cultivo composto
por aminoacidos preferenciais 10,0 g/L, soro de queijo 20,0 g/L, solucao de sais 0,22
g/L e indutor fenilacetato de potassio 3,5 g/L, para que pudessem ser comparados com
alguns estudos realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa em que se insere este
trabalho.

As condi¢des de processo fixadas para todos os ensaios em biorreator
foram: aeragdo 2,0 L/min, temperatura 30°C e auséncia de controle de pH. A Tabela
4.16 apresenta as estratégias utilizadas para o estudo da influéncia da concentracdo de
oxigénio dissolvido bem como as composi¢des dos pulsos adicionados no decorrer das

fermentagoes.

Tabela 4.16 — Ensaios de producdo de PGA por Bacillus megaterium realizados em

biorreator — varidveis para o estudo da influéncia de oxigénio dissolvido e composigdes

dos pulsos.
Ensaios Oxigénio Dissolvido Pulsos
1 20% de oxigénio dissolvido durante i
todo o cultivo
) 20% de oxigénio dissolvido durante i
todo o cultivo
3 20% de oxigénio dissolvido até 9 horas i
e limitacdo em 5% até o final do cultivo
.................................................... - - ~
Agitagdo constante em 300 rpm durante puiso comp 0sto por soro de queijo,
4 . sais, aminoacidos e fenilacetato de
todo o cultivo ..
.................................................... potassio
5 10% de oxigénio dissolvido durante ]
todo o cultivo
.................................................... o . T T e e Rt
10% de oxigénio dissolvido durante pu OMPOS?0S POT S¢ queljo,
6 . sais, aminoacidos e fenilacetato de
todo o cultivo ..
.................................................... potassio
4 pulsos compostos por soro de queijo,
7 5% de oxigénio dissolvido até 17 horas sais, aminoacidos e fenilacetato de
e 10% até o final do cultivo potéssio e 1 pulso composto por sulfato
_____________________________________________________ de amonio e fenilacetato de potassio




CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 78

Paralelamente a cada cultivo realizado em biorreator foi feito um ensaio
em shaker — com temperatura controlada em 30°C e agitagao de 300 rpm - para verificar
se haveria diferenca na producdao de PGA entre esses dois modos e também, para se ter
um controle do nivel maximo de atividade enzimadtica e da variabilidade do indculo.
Ressaltando que as concentragdes celulares atingidas na etapa de inoculo de todos os

experimentos realizados em biorreator atingiram 2,80 + 0,05 g/L de células.

4.4.1 1° Ensaio em Biorreator: 20% de Oxigénio Dissolvido Durante Todo o
Cultivo

O objetivo dos ensaios em biorreator foi encontrar uma concentragao
otima de oxigénio dissolvido que possibilite maxima produ¢ao de PGA. O primeiro
ensaio foi realizado com controle de oxigénio dissolvido (O.D.) em 20% de saturagdo e

os resultados sdo apresentados na Tabela 4.17 e Figura 4.3.

Tabela 4.17 — Valores de pH, concentragdo celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.)
na producdo de PGA por Bacillus megaterium : 1° Ensaio em biorreator, 20% O.D.

Tempo (h) pH Cg/(i’; 1 1?(%;2)2

0 7,24 0,21 -
2 7,87 0,44 0
4 8,02 0,55 0
6 8,16 0,97 0
8 8,47 2,26 58
10 8,58 3,53 94
12 8,66 4,99 179
14 8,78 5,27 199
16 8,86 4,94 195
18 8,89 4,92 212
20 8,90 4,79 190
22 8,93 4,73 168
25 8,96 4,60 165

Shaker — 24h 4,07 427
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Figura 4.3 — Valores de concentracao celular e atividade enzimatica na producdo de

PGA por Bacillus megaterium: 1° Ensaio em biorreator, 20% O.D.

A observacdo dos resultados mostra que a producdo da enzima estd
associada ao crescimento do microrganismo. A concentracdo celular maxima atingida
no biorreator foi 5,27 g/ em 14 horas de cultivo e os niveis de atividade enzimatica
alcancaram 212 UI/L em 18 horas, valor este, inferior ao atingido pelo ensaio em
shaker, 427 UI/L em 24 horas de cultivo. A atividade especifica maxima para este
ensaio foi de 43,1 Ul/gceputa-

Um experimento foi reproduzido nas mesmas condi¢des deste primeiro

cultivo para que esses resultados fossem confirmados.

4.4.2 2° Ensaio em Biorreator: 20% de Oxigénio Dissolvido Durante Todo o
Cultivo

Os resultados do 2° ensaio em biorreator, com condi¢oes idénticas ao 1°,

podem ser analisados na Tabela 4.18 e Figura 4.4.
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Tabela 4.18 — Valores de pH, concentracao celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.)

na producdo de PGA por Bacillus megaterium: 2° Ensaio em biorreator, 20% O.D.

Tempo (h) pH Cg/(i’; 1 1?(%;2)2

0 7,07 0,21 -
2 7,62 0,35 0
4 7,86 0,62 0
6 8,05 1,35 0
8 8,01 2,78 32
10 8,10 3,49 80
12 8,26 4,00 142
14 8,42 4,58 188
16 8,67 3,98 202
18 8,61 4,08 194
20 8,73 3,68 182
22 8,73 3,60 200
25 8,73 3,58 189

Shaker — 24h 3,36 385
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Figura 4.4 — Valores concentracio celular e atividade enzimatica na producao de PGA

por Bacillus megaterium: 2° Ensaio em biorreator, 20% O.D.
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Os resultados obtidos no 1° ensaio foram confirmados. Novamente
observa-se que a atividade enzimatica atingiu valor mais elevado no ensaio em frascos
agitados (385 UI/L). Pode-se notar também que os niveis de atividade da enzima
permanecem praticamente constantes apos 14 horas de cultivo, ja que o desvio € de = 22

UI/L. A maxima atividade especifica para este ensaio foi de 55,6 Ul/g.¢jyla-

4.43 3° Ensaio em Biorreator: 20% de Oxigénio Dissolvido até 9 Horas e

Limitacdo em 5% até o Final do Cultivo

Tabela 4.19 — Valores de pH, concentragdo celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.)
na producdo de PGA por Bacillus megaterium : 3° Ensaio em biorreator, 20% O.D. no

inicio e 5% O.D. apds 9 hs de cultivo

Tempo (h) pH Cg/(i’; 1 1?(%;2)2

0 7,00 0,10 -
2 7,40 0,24 0
4 7,73 0,47 0
6 8,09 0,92 0
8 8,28 1,53 32
10 8,30 3,21 93
12 8,33 3,68 172
14 8,49 4,07 211
16 8,62 4,29 217
18 8,74 3,85 205
20 8,80 3,90 195
22 8,87 3,56 185
25 8,92 3,34 180

Shaker — 24h 3,98 331
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Figura 4.5 — Valores de concentracdo celular e atividade enzimatica na produgdo de
PGA por Bacillus megaterium : 3° Ensaio em biorreator, 20% O.D. no inicio e 5% O.D.

apos 9 hs de cultivo

Os resultados do ensaio com limitacdo na concentracdo do oxigénio
dissolvido de 20 para 5% ap6s 9 horas de cultivo, apresentados na Tabela 4.19 e Figura
4.5, ndo parece ter influenciado no crescimento do microrganismo e producdo da PGA,
atingindo concentracao celular maxima (4,29 g/L) e pico de atividade enzimatica (217
UI/L) em 16 horas de fermentacao. Estes valores nao apresentam diferenga significativa
em relacdo aos ensaios com 20 % O.D. A atividade especifica maxima para este ensaio
foi de 54,0 UI/gCélula.

Dessa forma, uma nova estratégia foi empregada no estudo da influéncia
da concentragdo de oxigénio dissolvido, fixando-se a agitagdo em 300 rpm.

ApOs esses primeiros ensaios, verificou-se que apos um pico de atividade
enzimatica, esta permanecia constante por um periodo e depois decaia, assim como
acontecia nos ensaios em shaker. As andlises proteoliticas nos caldos de fermentagdo
provaram que ndo havia presenca de proteases no meio de produgdo. Assim, este fato
poderia estar sendo causado pela auséncia de algum componente do meio totalmente
consumido, portanto, optou-se por utilizar uma estratégia de adi¢do de pulsos contendo

nutrientes.
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4.4.4 4° Ensaio em Biorreator: Agitacio Fixa em 300 rpm no Decorrer de todo o
Cultivo e Adicao de 1 Pulso

Os resultados dos ensaios anteriores mostraram que a produgdo da
enzima era sempre maior em camara rotativa controlada numa agitacdo de 300 rpm do
que no biorreator. Assim, realizou-se um ensaio em biorreator mantendo-se a agitagao
constante em 300 rpm durante todo cultivo, com o objetivo de reproduzir as condigdes
do shaker.

O meio de cultivo do fermentador, que foi o mesmo para todos os
ensaios, era composto por aminoacidos preferenciais 10,0 g/L, soro de queijo 20,0 g/L,
solugdo de sais 0,22 g/L e indutor fenilacetato de potassio 3,5 g/L. O pulso adicionado
em 24 horas de cultivo tinha a mesma composi¢ao e concentragao do meio de producao.
Os resultados podem ser analisados na Tabela 4.20 e Figura 4.6.

Os resultados mostram maior produ¢do da enzima em camara rotativa do
que em biorreator, diferente do que se esperava com a utilizagdo desta estratégia, em
que foi empregada a mesma agitacdo, de 300 rpm, em ambos. Analisando-se os
resultados até 24 horas (momento em que foi adicionado o pulso de nutrientes),
verifica-se uma concentracao celular maxima igual a 4,20 g/L em 24 horas de cultivo e
um pico de atividade enzimatica, 223 UI/L, em 22 horas. A atividade especifica maxima
foi igual a do ensaio anterior (54,0 Ul/gcéiu1a)-

Este fato indica que mesmo que se estabeleca um controle igual para a
varidvel agitagdo, as condi¢cdes de aera¢do ndo sdo reproduzidas no biorreator, pois se
deve levar em consideragdao o aumento de escala e as diferencas na transferéncia de

oxigénio.
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Tabela 4.20 — Valores de pH, concentracao celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.)
na produ¢do de PGA por Bacillus megaterium : 4° Ensaio em biorreator, agitacdo fixa

em 300 rpm e adi¢do de 1 pulso

Tempo (h) pH Cg/%; 1 AEI]JEI/:;Z)Z

0 7,24 0,17 0
2 7,87 0,26 0
4 8,02 0,41 0
6 8,16 0,67 0
8 8,47 1,09 45
10 8,58 1,94 64
12 8,66 2,54 68
14 8,78 3,10 88
16 8,86 3,25 107
18 8,89 3,96 137
20 8,90 3,90 164
22 8,93 4,11 223
24 8,96 4,20 209
26 8,09 3,82 247
28 8,18 3,75 243
30 8,26 4,09 220
32 8,32 3,92 212

Shaker — 24h 8,55 3,88 407
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Figura 4.6 — Valores concentracdo celular e atividade enzimatica na producao de PGA
por Bacillus megaterium : 4° Ensaio em biorreator, agitacdo fixa em 300 rpm e adicao

de 1 pulso

Em 24 horas de cultivo, observou-se uma pequena queda nos niveis de
atividade enzimatica, o que poderia estar sendo causada pelo esgotamento de algum
nutriente no meio. Optou-se entdo, por adicionar 300 mL de um meio suplementar na
forma de pulso. A Figura 4.6 mostra que apds o pulso houve um pico na atividade da
enzima, que chegou a 247 UI/L, mas ainda ndo atingindo os niveis alcangados pelo

ensaio em shaker, 407 UI/L.

4.4.5 5° Ensaio em Biorreator: 10% de Oxigénio Dissolvido Durante Todo o
Cultivo

A busca por uma condi¢do de limitacdo de oxigénio que promova altas
concentragdes de enzimas nos motivou a realizar um ensaio mantendo a concentragdo
de oxigénio dissolvida em 10% do valor de saturagdo em todo o cultivo. A Tabela 4.21

e Figura 4.7 apresentam os resultados deste ensaio.
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Tabela 4.21 — Valores de pH, concentracao celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.)

na producdo de PGA por Bacillus megaterium : 5° Ensaio em biorreator, 10% O.D.

Tempo (h) pH Cg/(i’; 1 1?(];1/1112)2

0 6,97 0,16 -
2 7,85 0,24 0
4 7,92 0,43 0
6 8,10 0,81 0
8 8,22 1,31 0
10 8,26 1,84 43
12 8,40 2,80 96
14 8,47 3,57 186
16 8,53 4,29 294
18 8,60 5,31 356
20 8,74 4,76 316
22 8,85 4,30 344
24 8,93 4,29 276
26 8,97 4,19 259

Shaker — 24h 4,19 380
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Figura 4.7 — Valores de concentracao celular e atividade enzimatica na producdo de

PGA por Bacillus megaterium : 5° Ensaio em biorreator, 10% O.D.
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Neste 5° ensaio em biorreator, observa-se a maxima produgdo da enzima
associada ao crescimento celular. Em 18 horas de cultivo, foi alcancada a concentracao
maxima de células, 5,31 g/L, bem como o pico de atividade enzimatica, 356 UI/L.

Conforme pode ser analisado na Tabela 4.21, este foi o cultivo realizado
em biorreator que conduziu a niveis de atividade da enzima mais proximos do ensaio
em camara rotativa até o presente momento. Além disso, a concentragdo de 10% de
oxigénio dissolvido foi a mais favoravel por enquanto, alcancando valores de atividade
enzimatica superiores a todos os ensaios anteriores.

Para confirmar esses resultados, reproduziu-se um ensaio nas mesmas

condigdes. Os resultados deste cultivo estdo apresentados na Tabela 4.22 e Figura 4.8.

4.4.6 6° Ensaio em Biorreator: 10% de Oxigénio Dissolvido Durante Todo o
Cultivo e Adicao de 3 Pulsos

Para analisar a influéncia da concentragdo de oxigénio dissolvido neste
ensaio, devem-se considerar os dados até 24 horas da Tabela 4.22, tempo no qual
comegaram a ser adicionados os pulsos.

Observa-se que a maxima concentragdo de células (5,00 g/L) foi atingida
em 20 horas e o pico da atividade enzimatica (451 UI/L), em 24 horas. Esses resultados
foram bastante satisfatdrios, pois foi o ensaio que conduziu aos melhores niveis de
producao da PGA, em biorreator, no grupo em que se insere este trabalho. Além disso,
de forma inédita, a maxima produgdo de enzima foi observada no biorreator, € ndo em
shaker, como em todos 0s ensaios anteriores.

Esses resultados confirmam os obtidos no ensaio anterior, que mostraram
ser a concentracdo de 10% de oxigénio dissolvido a mais favoravel a producdo da

enzima até o momento.
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Tabela 4.22 — Valores de pH, concentracao celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.)
na produgdo de PGA por Bacillus megaterium: 6° Ensaio em biorreator, 10% O.D. e

adicao de 3 pulsos

Tempo (h) pH Cg/%; 1 AEI]JEI/:;Z)Z
0 7,24 0,16 0
2 7,77 0,23 0
4 7,82 0,37 0
6 7,86 0,68 0
8 8,00 1,04 0
10 8,13 1,89 58
12 8,26 2,74 141
14 8,35 3,55 237
16 8,39 3,93 346
18 8,49 4,80 397
20 8,57 5,00 446
22 8,73 4,60 428
24 8,80 4,56 451
26 8,67 5,23 456
28 8,77 5,79 497
30 8,87 5,48 468
32 8,67 5,71 457
34 8,72 6,35 450
36 8,79 6,52 458
38 8,86 6,10 484
40 8,93 6,05 494
42 8,77 6,46 503
44 8,79 6,50 480
46 8,79 6,58 488
48 8,84 6,45 496

Shaker — 24h 8,56 4,24 373
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Figura 4.8 — Valores de concentracao celular e atividade enzimatica na producdo de

PGA por Bacillus megaterium: 6° Ensaio em biorreator, 10% O.D. e adi¢do de 3 pulsos

Neste mesmo ensaio, foi investigado o efeito da adi¢do de pulsos ao meio
de cultivo, de forma a acrescentar possiveis nutrientes esgotados no meio. Esses pulsos
tinham composi¢ao e concentracao igual ao meio inicial de produgao e diferente do 4°
ensaio, em que foi adicionado um pulso de 300 mL, nesta fermenta¢do, adicionaram-se
3 pulsos de 100 mL, em 24, 30 e 40 horas de cultivo. A adi¢do era feita quando se
observava uma queda na concentra¢do celular, sinal que algum nutriente importante
para o crescimento do microrganismo havia se exaurido.

Esta estratégia mostrou-se bastante eficiente, pois como se pode notar na
Figura 4.8, houve uma elevagdo nos niveis de atividade enzimatica apds os pulsos, que
permaneceram praticamente constantes, em torno de 490 UI/L, a ndo ser por um pico
(503 UI/L), em 42 horas de cultivo.

Ressaltando que os valores de concentracdo celular apds os pulsos nao
denotam a real massa celular, indicam somente um parametro para comparagio, pois
como a medida ¢ realizada através da densidade Otica, a adigdo dos pulsos com uma
coloragdo caracteristica devido ao soro de queijo, distorce a leitura da mesma. Por este

motivo, ndo sera comentada a atividade especifica (Ul/gesiuia) nestes casos.
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4.4.7 7° Ensaio em Biorreator: 5% de Oxigénio Dissolvido até 17 Horas e 10% até
o Final do Cultivo e Adi¢ao de 5 Pulsos

Ainda buscando confirmar o favorecimento de condigdes limitadas de
oxigénio na producdo da enzima, foi realizado um ensaio com limitagdo de 5% do valor
de saturacgao.

Inicialmente, programou-se um experimento com concentracao de 5% de
oxigénio dissolvido durante todo o cultivo. Mas a partir das 16 horas, observou-se que a
concentragdo celular estava sofrendo uma queda, possivelmente causada pela
insuficiéncia de oxigénio. Para evitar o decaimento celular, aumentou-se a concentragdo
de oxigénio dissolvido para 10%, em 17 horas de cultivo.

A estratégia dos pulsos também foi utilizada. Foram adicionados cinco
pulsos, sendo que os quatro primeiros, de 100 mL, tinham composi¢do e concentragdo
iguais ao meio de produgdo inicial e foram adicionados em 30, 42, 50 e 54 horas de
cultivo. O ultimo, de 300 mL, era composto por sulfato de amonio 2,0 g/L e fenilacetato
de potassio 3,5 g/L e foi inserido em 56 horas de fermentagao.

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Tabela 4.23 e
Figura 4.9.

Limitando-se o oxigénio dissolvido em 5% de saturagdo, provocou-se
uma restricdo na respiragdo do microrganismo, gerando ligeira queda na massa celular a
partir de 14 horas de cultivo, tempo em que a atividade enzimatica atingiu 118 UI/L. Ou
seja, a utilizacdo de 5% de oxigénio dissolvido ndo ¢ uma estratégia adequada para
producdo de PGA.

Em 17 horas de cultivo, alterou-se o controle de oxigénio para 10 % e em
19 horas o microrganismo ja mostrou uma recuperagao no crescimento, chegando a 4,34
g/L de células e 202 UI/L de enzimas em 26 horas de cultivo. Essa menor produgdo
quando comparada com o uso de 10% O.D. desde o inicio do cultivo, mostra que houve

uma perda irrecuperavel com o uso de 5% O.D.
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Tabela 4.23 — Valores de pH, concentracao celular (Cy) e atividade enzimatica (A.E.)
na producdo de PGA por Bacillus megaterium: 7° Ensaio em biorreator, 5% O.D. até 17

horas e 10% até o final do cultivo.

+ E.+
Tempo (h) pH ng /%; 1 AEI]JEI /LZ)Z
0 7,10 0,15 0
2 7,79 0,27 0
4 7,86 0,45 0
6 8,01 0,68 0
8 8,22 1,42 50
10 8,32 2,37 112
12 8,52 2,42 102
16 8,61 2,11 118
19 8,63 2,22 125
22 8,60 3,35 143
24 8,62 3,90 162
26 8,72 4,34 202
28 8,76 4,07 180
30 8,94 3,70 181
32 8,98 3,63 188
34 8,84 4,06 197
36 8,86 4,12 208
38 8,80 4,54 190
40 8,88 4,66 219
42 8,95 4,59 205
46 8,96 4,98 232
48 8,90 5,32 214
50 8,92 5,28 188
52 8,73 5,72 217
54 8,75 6,49 236
56 8,82 6,87 252
58 8,59 4,73 203
60 8,65 5,21 221
62 8,71 5,69 250
64 8,76 5,81 236
70 9,00 5,52 222
72 9,02 5,56 215
Shaker — 24h 8,30 3,90 342
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Figura 4.9 — Valores de concentracdo celular e atividade enzimatica na produgdo de
PGA por Bacillus megaterium : 7 ° Ensaio em biorreator, 5% O.D. até 17 horas e 10%

0O.D. até o final do cultivo

A adicdo dos 4 pulsos (30, 42, 50 e 54 horas), compostos por
aminodcidos preferenciais 10,0 g/L, soro de queijo 20,0 g/L, sais 0,22 g/L e fenilacetato
de potassio 3,5 g/L, permitiram a manuten¢do do crescimento celular e aumento na
produgdo da enzima, que alcangou o pico (252 UI/L) em 56 horas.

Uma ultima tentativa de favorecimento da producao da PGA foi realizada
adicionando-se, em 56 horas de cultivo, um pulso de 300 mL composto por sulfato de
amonio 2,0 g/L e fenilacetato de potassio 3,5 g/L. ao meio de produgdo. Comparando-se
as concentragdes celulares apos o ultimo pulso, verifica-se que ha um aumento até 64
horas. A atividade enzimatica atinge o maximo, 250 UI/L, em 62 horas de cultivo, valor
este praticamente igual ao alcancado com os primeiros pulsos. Isto mostra que a adigao
do pulso composto por sulfato de amonio ndo parece ser uma estratégia adequada para

aumento da producdo de PGA.
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4.4.8 Anailise Comparativa dos Ensaios de Influéncia da Concentracio de
Oxigénio Dissolvido na Producio de PGA por Bacillus megaterium em Biorreator

Este topico tem como objetivo estabelecer uma comparacao da influéncia
das diferentes concentragdes de oxigénio dissolvido nos ensaios realizados em
biorreator, sabendo-se que as condi¢des de processo fixadas para todos foram: aeragdo
2,0 L/min, temperatura 30°C e auséncia de controle de pH. Sao apresentados a seguir os

graficos comparativos desses ensaios.
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Figura 4.10 — Ensaios de influéncia da concentrag¢do de oxigénio dissolvido, realizados
em biorreator, a 30°C: (A) Valores de atividade enzimatica, em UI/L; (B) Valores de

concentragdo celular, em g/L
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A observacdo da Figura 4.10 (A) mostra que nos cultivos com
concentragdo de oxigénio dissolvido em 10%, ensaios 5 e 6, a produg¢do da PGA foi
mais elevada, atingindo valores em torno de 450 e 360 UI/L, respectivamente. E
interessante notar, comparando-se as Figuras 4.10 (A) e 4.10 (B), que nem sempre um
crescimento celular mais pronunciado leva a uma maior produ¢do de enzima, ou seja, a
concentragdo de oxigénio dissolvido 6tima para o crescimento celular ¢ diferente da
concentragdo 6tima para a produg¢do da PGA. Apesar dos ensaios 5 ¢ 6 apresentarem
maior produgdo da enzima, os ensaios 1, 2 e 3, com oxigénio dissolvido em 20% no
periodo exponencial, mostrou crescimento celular mais acentuado nesta fase. Observa-
se, também, um comportamento similar quanto a atividade enzimdtica nestes trés
ensaios, com pico em torno de 200 UI/L entre 16 e 18 horas de cultivo, sofrendo uma
leve queda nesses valores apds esse periodo.

No ensaio 4, em que foi mantida a agitacdo constante em 300 rpm, nota-
se um atraso, tanto no crescimento celular, que atingiu o maximo, 4,20 g/L, em 24 horas
de cultivo, quanto na produgdo da enzima, alcangando 223 UI/L em 22 horas,
fornecendo uma atividade especifica de 54 Ul/gqyta-

Para o ensaio 7, a observacdo da Figura 4.10 (B) mostra que apds 12
horas de cultivo, os niveis de crescimento celular diminuem, devido ao emprego de
condicdes limitadas de oxigénio dissolvido em 5%. A producdo da enzima também ¢
afetada pela baixa concentracdo de oxigénio dissolvido. Conforme pode ser visto na
Figura 4.10 (A) a atividade enzimdtica chega a 118 UI/L em 14 horas de cultivo,
permanecendo constante apos 2 horas. O cultivo com a condi¢do de 5% de oxigénio
dissolvido ndo teve continuidade, pois o crescimento celular comegou a cessar apds o
pico em 12 horas e consequentemente, ocorreria morte dos microrganismos. Assim, a
condicdo de limitacdo em 5% nao foi uma estratégia adequada para a producdo da PGA.

Comparando-se, entdo, todos os ensaios com diferentes concentragdes de
oxigénio dissolvido, pode-se concluir que a condi¢do de 10% ¢é a mais favoravel na
produgdo de PGA por Bacillus megaterium. Resultado este que pode ser analisado

também se comparando as atividades especificas, em Ul/g.jy1a, €xpostas na Figura 4.11.
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Figura 4.11 — Valores maximos de atividade especifica em cada ensaio, em Ul/gc¢p1a,

no estudo de influéncia da concentracio de oxigénio dissolvido.

Vojtisek e Slezak, 1974, ao estudarem o efeito do oxigénio dissolvido na
producdo de PGA por Escherichia coli, concluiram que a sintese da enzima ¢
fortemente reprimida quando este ¢ mantido em altas concentragdes.

Leon et al, 2003, em seu trabalho sobre os efeitos da tensdao de oxigénio
dissolvido na producdo de PGA por E.coli recombinante, discutem que ocorre uma
relagdo inversa entre a concentragao de oxigénio dissolvido e a maxima atividade

especifica em alguns recombinantes, enquanto o contrario ¢ observado em outros.

4.5 Analise da Atividade Proteolitica nos Caldos de Fermentacao

Analisando-se os resultados dos ensaios com Xanthomonas campestris,
pode-se observar que apesar do crescimento celular ndo houve producao da enzima. Nos
cultivos de Bacillus megaterium nota-se que apds o pico de atividade enzimatica ocorre
uma queda, ainda que pouco significativa, nos niveis dessa variavel, principalmente nos
cultivos em camara rotativa ‘shaker’. Uma explicacdo para este fato pode ser que os
microrganismos estejam secretando proteases, com a finalidade de hidrolisar proteinas
presentes no meio, produzindo nutrientes de mais facil assimilagdo, como peptideos
menores € aminoacidos. Se essas proteases estivessem mesmo sendo produzidas, elas

poderiam hidrolisar também a PGA, resultando numa atividade enzimatica menor do
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que a realmente alcancada, explicando, assim, a queda observada nos valores de
atividade da enzima de interesse ou até mesmo a ndo deteccdo da producdo, como
ocorreu nos caldos de fermentacdo de X. campestris.

A fim de detectar a presenca de proteases nos meios de producdo, foi
utilizada a técnica do pHstato, o qual permite manter o pH da reacdo constante pela
adi¢do de uma base. Uma vez que a hidrolise de proteinas ¢ acompanhada pela libera¢do
de protons (terminais carboxilicos), ao se adicionar uma aliquota do caldo de cultivo na
presenga de um substrato protéico (no caso, caseina), foi possivel medir a atividade de
uma protease em termos de consumo de NaOH para manutencao do pH.

Foram analisados os caldos de fermentagdo de X. campestris, antes e
apos lise celular, para averiguar a presenga de proteases tanto extra, como intracelular.
Realizaram-se, também, andlises para todas as amostras de Bacillus megaterium —
diferentes pHs, temperaturas, meios de producdo, concentragdes de oxigénio dissolvido
—uma vez que qualquer mudanga de variavel poderia favorecer a produgdo de proteases.

Os resultados obtidos mostraram que o grau de hidrolise (G.H.)
registrado foi da ordem de grandeza do branco (caldo de fermentagdo submetido a 80°C
por 20 minutos para inativagdo da enzima), podendo-se concluir, entdo, que nao ha

presenca de proteases no meio de produgdo, dentro da precisdo deste método.

4.6 Justificativa para o Aumento do pH no Decorrer dos Cultivos

Um fato que pode ser destacado em todos os ensaios, seja em camara
rotativa ‘shaker’ ou em biorreator, foi a tendéncia dos pHs a valores alcalinos no
decorrer dos cultivos, o que pode ser justificado analisando-se o metabolismo celular
dos microrganismos.

Os aminoacidos presentes nos meios de produ¢do, quando ndo utilizados
na biossintese de proteinas, sofrem degradacdo oxidativa, assim, seus grupos a-amino
(NH;) sdo removidos em algum estagio, e se ndo utilizados para a sintese de novos
aminoacidos ou outros produtos nitrogenados, sdo coletados, gerando, entre outros
produtos, amonia.

A amonia excretada, sendo uma base fraca, promove uma eleva¢ao no pH

dos meios de producdo, que convergem para valores alcalinos no decorrer dos cultivos.
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4.7. Caracterizacao de Penicilina G Acilase de Bacillus megaterium

Esta parte do trabalho tem como objetivo caracterizar a PGA de Bacillus
megaterium quanto a:
- Estabilidade térmica
- Estabilidade alcalina
- Temperatura e pH 6timos
- Parametros cinéticos: Velocidade maxima (Vmsx)
Constante de Michaelis-Menten (K,)

- Energia de ativagdo

A cinética quimica procura analisar e caracterizar os fatores que
influenciam a velocidade de uma reacdo quimica, tais como pH, temperatura e
concentragdo de substrato. A determinacdo do pH e temperatura 6timos, bem como do
modelo cinético que represente a influéncia da concentracdo de substrato ¢ importante
para utilizacdo industrial da enzima e podem variar conforme o substrato utilizado e a
origem da enzima.

Portanto, a caracterizacdo da enzima faz-se necessaria para comparacao

de suas propriedades com as produzidas por outros microrganismos.

4.7.1. pH e Temperatura Otimos

Na determinacdo do pH o6timo da PGA de Bacillus megaterium, a
atividade da enzima foi determinada utilizando-se como substrato solugdes de Penicilina
G potassica (PenG) 4% p/v a diferentes pHs, mantendo-se constante a temperatura em
37°C. Os resultados podem ser analisados na Tabela 4.24 e na Figura 4.12.

J& para temperatura 6tima, a atividade da enzima foi medida realizando-
se a hidrélise de PenG potassica 4% p/v em tampao fosfato, pH 8,0, variando-se a
temperatura de reagdo na faixa de 25-70°C, como pode ser observado na Tabela 4.25 e

Figura 4.13.
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Tabela

4.24 - Atividade enzimatica de

PGA de B. megaterium em diferentes

pHs
H Atividade Enzimatica + 22
P (UI/L)
5,0 0
6,0 74
7,0 414
8,0 446
9,0 360
10,0 368
500
400
5‘“’ 300
g 200
§ 100
g | |
0 I/

Figura 4.12 — Determinagao do pH 6timo

pH

Tabela 4.25 - Atividade enzimatica de PGA

de B. megaterium em diferentes temperaturas

Temp. | Atividade Enzimatica + 22
(°O) (UI/L)
25 249
30 342
37 446
40 461
45 490
47 541
50 473
60 42
70 26
600
o] .
g 400+
o -
o+

20

30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 4.13 — Determinagdo da

temperatura otima.

Os resultados obtidos mostram que a maxima atividade enzimatica ocorre

a pH 8,0. Esse valor esta de acordo com os dados obtidos em literatura, que reportam

uma faixa de 7,8 - 8,0 para enzimas procedentes de diferentes microrganismos (Savidge
e Cole, 1975).

Analisando os resultados em relacdo a temperatura 6tima, estes indicam

que a atividade maxima da PGA de B. megaterium na hidrélise da PenG ocorre a 47°C.

Segundo Souza, 2004, PGA proveniente de linhagem de B. megaterium apresenta

maxima

atividade enzimatica a 37°C.
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4.7.2. Influéncia da Concentrac¢ao de Substrato

A influéncia da concentracdo de substrato na atividade da PGA foi
investigada tomando-se as velocidades iniciais da rea¢do de penicilina G potéssica 4%
p/v a diferentes concentragdes (0,5 — 10,0 mM), mantendo-se constante a temperatura a
37°C e pH 8,0 (tampao fosfato 100 mM). A Tabela 4.26 mostra as velocidades iniciais

para as diferentes concentragdes do substrato.

Tabela 4.26 - Velocidades iniciais de hidrdlise de PenG catalisada por PGA de B.

megaterium, para diferentes concentragoes do substrato

Cpeng (mM) Veloc. (mM/min)
0,5 0,0037
2 0,0174
5 0,0203
7,5 0,0213
10 0,0221

Uma vez que a cinética da maioria das reagdes enzimaticas costuma ser
bem representada pelo modelo de Michaelis-Menten, este foi ajustado aos pontos
experimentais, com o auxilio do software Origin 6.0, visando conseguir uma estimativa

dos parametros cinéticos do modelo, conforme mostra Figura 4.14 e Tabela 4.27.
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Figura 4.14 - Ajuste do Modelo de Michaelis-Menten a velocidades iniciais de

hidrolise de Penicilina G, determinadas para varias concentra¢des de substrato, a pH 8,0
e 37°C.

Tabela 4.27 - Valores dos pardmetros cinéticos e respectivos erros, obtidos pelo ajuste
dos pontos experimentais da reacdo de hidrélise de PenG catalisada por PGA de

Bacillus ao modelo de Michaelis-Menten.

Parametros Cinéticos | Valores estimados Erros
Vmax (mmol/L.min) 2,61.107 40,003
K. (mM) 1,505 +0,638

Savidge e Cole, 1975 ao estudar a hidrélise de penicilina G obtiveram
valores de Ky, de 7,7 e 4,5 mM para PGAs de E. coli e B. megaterium, respectivamente,
a 37 °C e pH 8,7. Estimativa de K., para PGA de B. megaterium forneceu valor de 1,83
mM a 37°C e pH 8,0 (Souza, 2004). A constante de Michaelis-Menten é uma medida da
afinidade da enzima pelo substrato, ou seja, quanto menor o valor de K,, maior a
afinidade da enzima pelo substrato. O valor aqui estimado para PGA de Bacillus
megaterium, 1,505 mM, pode ser considerado razoavelmente proximo do reportado na
literatura pois ¢ uma grandeza obtida por ajuste e os valores sdo da mesma ordem de

grandeza.
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4.7.3. Energia de Ativacao (E,)

Sabe-se que:

V. ..S

_ max

K, +S

No toépico anterior foi obtido valor de K, igual a 1,505 mM. Como a
MM,;en=372,5 g, tem-se que K,=0,56 g/L.

Uma vez que o valor de S (concentragdo de penicilina G) utilizada nas
medidas de atividade enzimatica ¢ igual a 40,0 g/L, ou seja, aproximadamente 10 vezes
o valor de K,,, pode-se considerar que V = V .

Assim, com os valores de velocidade da reagdo no trecho ascendente
linear, obtidos nas temperaturas de 25-65°C, construiu-se o grafico de Arrhenius, para a
estimativa da energia de ativagdo da PGA como mostrado na Figura 4.14.

Os valores da regressao linear (Origin 6.0) obtidos através do grafico de
In(Vmaéx) por 1/T (K) estdo na Tabela 4.28. O valor da constante dos gases utilizado foi

8,314 KJ/mol.K.

Tabela 4.28 - Valores da regressao linear para estimativa da energia de ativagdo, reta

Y=A+BX

Parametro Valores Erros
A 15,369 +0,881
B -3262,546 +271,511
52
51
50
4,9: -
Sy
< 47

4,6

4,5

1 J
4,4

T T T T T T T T T T ?
0,00310 0,00315 0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340

1T (K)

Figura 4.15 - Grafico de Arrhenius — Efeito da temperatura na velocidade de reacao
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a

R
Ea=27,12 KJ/mol

Como: B=-

A energia de ativacdo ¢ a energia necessaria para levar todas as
moléculas de um mol de uma substancia até o estado reativo (estado de transi¢ao).

O valor estimado para PGA de Bacillus megaterium foi 27,12 kJ/mol,
valor este que confere em magnitude com os obtidos por Kazan et al., 1997, para
enzima soluvel de E. coli, 30,24 kJ/mol. Nam, 1979, ao estudar as propriedades da PGA

de Micrococcus luteus, encontrou energia de ativagao desta enzima igual a 33,6 kJ/mol.

4.7.4. Estabilidades Térmica e Alcalina

A estabilidade térmica foi investigada incubando-se o caldo de
fermentacdo em temperatura de 60°C. Em tempos determinados, aliquotas foram
retiradas e resfriadas a 25°C para acompanhamento do decaimento da atividade até total
inativagdo pela temperatura. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.29 e Figura
4.16.

Quanto a estabilidade em pH alcalino, aliquotas do caldo de fermentacdo
contendo a enzima, foram expostas a pH 11,0, adicionando-se NaOH 5,0M. Em tempos
determinados eram retiradas amostras para determinar o decaimento da atividade da

enzima. Na Tabela 4.30 e Figura 4.17 os resultados podem ser acompanhados.
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Tabela 4.29 - Acompanhamento da

atividade enzimatica de PGA apds

diferentes periodos de incubagao a 60°C

Tempo | Atividade Enzimatica+22
(min) (UI/L)
0 395
1 385
3 372
5 286
7,5 234
10 200
15 84
30 9
45 0
60 0

100

80

60

40

Atividade Residual (%)

20

Tempos (min.)

Figura 4.16 - Acompanhamento da

atividade enzimatica de PGA apos

diferentes periodos de incubagdo a 60°C

Tabela 4.30 - Acompanhamento da

atividade enzimatica de PGA em ensaios

de estabilidade alcalina a pH 11,0

Tempo | Atividade Enzimatica+22
(min) (UI'L)
0 395
1 190
5 124
10 106
20 55
30 46
45 42
60 38

90 0

Atividade Residual (%)

100

80

60

40

20

T T T
0 20 40 60 80 100

Tempos (min.)

Figura 4.17 - Acompanhamento da
atividade enzimatica de PGA apos
diferentes periodos de incubagao a

pH 11,0

A meia vida da enzima a 60°C ¢ de 10 minutos, com inativagdo completa

apods 45 minutos de exposicao a esta temperatura.
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Observa-se também que a PGA chega a completa inativagdo apds 90
minutos de incubacdo a pH 11,0, com tempo de meia vida de 1 minuto, indicando a

grande influéncia deste parametro na performance da enzima.
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5 CONCLUSOES

* No ensaio de produgdao de PGA por linhagem de X. campestris doada
pela “Colecao de Culturas Tropicais (CCT)”, realizado em camara rotativa a 300 rpm e
30°C, o crescimento celular foi pequeno e s6 ocorreu em 36 horas de cultivo. Medidas
de atividade enzimatica diretamente no caldo de cultivo e apds lise celular, para
averiguacdo de producgdo extra e intracelular, respectivamente, ndo acusaram produ¢ao
da enzima. Foram realizadas tentativas de adaptacdo da nova linhagem de X.campestris,
mas ensaios posteriores apresentaram resultados semelhantes ao primeiro, com pequeno
crescimento celular e nenhuma produgao de PGA.

* Uma linhagem de X. campestris proveniente do “Laboratorio de
Bacteriologia/ Virologia do Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR)” foi utilizada em
um ensaio em que se observou um crescimento celular mais acentuado, comparando-se
com o ensaio com o microrganismo proveniente da CCT, atingindo o maximo de 1,89
g/ em 24 horas de cultivo. Contudo, medidas de atividade enzimatica intra e
extracelular mostraram nao haver produ¢ao de PGA.

* Como os ensaios com linhagens de X. campestris de procedéncias
conhecidas apresentaram resultados inexpressivos na producdo da enzima, optou-se por
realizar um trabalho em paralelo com o microrganismo reativado, identificado como
uma linhagem de Bacillus megaterium, pela Fundacao André Tosello.

* O tempo que o microrganismo leva para atingir crescimento celular
consideravel na etapa do inoculo ¢ de 24 horas.

* A velocidade especifica maxima de crescimento do microrganismo
(max) € 0,33 b

* A padronizacao do volume de indculo, ou seja, a concentragdo celular,
utilizada no inicio da fase de producdo da enzima, confirmou que a metodologia que
vem sendo utilizada, adicdo de 5 mL de in6culo (10% do volume total do meio de
produgdo) obtido ap6s 24 horas de cultivo, € uma estratégia eficiente.

* Experimentos realizados em camara rotativa a 300 rpm e 30°C,
mostraram que o pH inicial 6timo para a produgdo de PGA por Bacillus megaterium é
8,0 para o meio de crescimento e 7,0 para o meio de producdo, condi¢do esta que

apresentou maior valor de atividade enzimatica (624 UI/L).
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* Os resultados mostram que 30°C ¢ a temperatura Otima para o
crescimento do microrganismo e para maxima producdo de enzimas atingindo 355 UI/L
na presenca de 4,50 g/L de células.

* No estudo das composi¢cdes de meios de produgdo, o meio composto
por aminoacidos consumidos preferencialmente pelo microrganismo 20 g/L,
fenilacetato de potassio 3,5 g/L, solucdo com diferentes sais 0,22 g/L, e soro de queijo
20,0 g/L mostrou ser o mais eficiente na producdo da PGA, atingindo maxima
concentragdo celular e atividade enzimatica, 4,59 g/L e 592 UI/L, respectivamente, em
36 horas de cultivo, com pHs para os meios de crescimento e produgdo iguais a 8,0 e
7,0, respectivamente, e temperatura controlada em 30°C.

* Ensaios em biorreator para estudo da influéncia da concentragdo de
oxigénio dissolvido mostraram que a condi¢ao de 10% de saturagdo no meio ¢ a mais
favoravel na producao de PGA por Bacillus megaterium.

* A adi¢do de pulsos contendo nutrientes mostrou-se favoravel nos
ensaios em biorreator, pois os niveis de atividades enzimadticas sofriam uma elevagado
apos a adigdo destes.

» Andlises de atividade proteolitica foram realizadas em caldos de
fermentacdo de X. campestris e B. megaterium, utilizando-se a técnica do pHstato, o
qual ndo detectou a presenca de proteases.

* Em todos os ensaios com B. megaterium, tanto em camara rotativa
quanto em biorreator, observou-se uma tendéncia dos pHs a valores alcalinos no
decorrer dos cultivos que pode ser explicada pela excregdo de amonia, resultante da
degradacdo oxidativa dos aminoéacidos durante o metabolismo celular.

* A caracterizacao da PGA de B. megaterium nos permitiu identificar os
valores o6timos para pH e temperatura, respectivamente, 8,0 e 47°C.

* O valor da energia de ativagdo estimado para PGA de B. megaterium
foi 27,12KJ/mol.

». O valor para V:x encontrado foi 1,1*10'3 mmol/min*UI e K,, igual a
1,51 mM

* Quanto as estabilidades térmica e alcalina, nota-se que a meia vida da

enzima a 60°C ¢ de 10 minutos, com inativacio completa apds 45 minutos de
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exposicao. Quanto a estabilidade alcalina, verificou-se a completa desnaturagao de PGA

apods 90 minutos de incubagdo a pH 11,0, com tempo de meia vida de 1 minuto.
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San bagtaneles Gram patilhis, asponlados, mdeeis, aondics,

Fhulbatdes posifivas:

Catainse, dasaminacdo da fonfalening. reducdo do nilato, decomposicic de caseing, Esimingio do
ciraln, hidrdliss de aseding, hideilse do amido, crgscimenio om pHS?, crescimento em dilendrtis
co s da MaCl Uizl do cirbaldalos cam Ternacko da doados a padtie dac glicose, galaoiose,
xiosa, ¢, ambinose, sacarcso, Meaceti-D-glicosamina, mariicl, malioss, treskas Teds e
lnrmeningBs da glicoso am calda ne presenca de inbidor solathen: Acido manddica, lkacanals de pelises

Resullados negallvas:

Criglasd, rassimenta & 5000, descarboxingds do Esina, produgdo de acetoina, lermonlagdo di ghoose
o presRnca de T Ok Neld, uresse, mdugko do composho 2,35 - clorcto do dnlenilciranidc.,
decampasioic da liresina. Uslizapss de carbodratos oom lormagso de dcidos a padic de inesiiol
lagalass. palileegd. bk, Pidionn, aaSHm, JomEiol, amilopocinn, PboSc, amigdaing. Tesbe oo
larmanacks de gecoms em Salds na prégenca Jde mibidor pelative: cleandoricing, aoolalo oo sodo,
pobamidohigroatrepling, Scde nalidixico.

Acsultade do ldentdlcacda
A culhea 080071-1 1oi idesvilicada coma Baciis megateriom da Bary 1883 ™,



