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RESUMO

Penicilina G acilase (PGA) é a enzima chave para a produgao industrial de
antibidticos B-lactamicos. Grande parte da demanda atual pela enzima é atendida
pela sua producédo por Escherichia coli e Bacillus megaterium geneticamente
modificados. A enzima produzida por Escherichia coli acumula-se no espaco
periplasmatico da bactéria, requerendo rompimento celular para sua recuperacgao,
enquanto que a enzima produzida por Bacillus megaterium é secretada para o meio
de producgao. Este trabalho teve como objetivo avaliar a adsor¢édo de PGA produzida
por esses dois microrganismos recombinantes em resinas catibnicas e anidnicas
para recuperacao e purificacdo da enzima. Para PGA de E. coli avaliou-se a
adsorgao idnica da enzima na resina de troca catiénica STREAMLINE SP XL® apés
rompimento celular por sonicagdo. Nesta etapa, avaliou-se a influéncia do tampéo e
do pH, visando reduzir a perda de enzima por inativagao e ajustar o pH a um valor
apropriado para uma posterior adsor¢cao seletiva da enzima. Os tampdes avaliados
foram acetato, citrato, fosfato e carbonato, ajustados para valores de pH entre 4,5 e
11,0. Nao se observou desnaturacdo da enzima nos tampdes e pHs avaliados.
Contudo, observou-se adsor¢ao da enzima nos debris celulares a valores de pH
iguais ou menores que 5,4, sendo mais acentuada essa adsorgédo na presenca de
tampao acetato. Definiu-se, assim, rompimento celular em pH 6,0 para evitar perda
de PGA por adsorgéo nos debris e ajuste do pH e da molaridade do sal por diluicao
no proprio tampao da adsorgao, para evitar desnaturacdo da enzima por reducao
local do pH quando se utiliza acido concentrado. A resina STREAMLINE SP XL®
mostrou maior capacidade de adsor¢cao de PGA em pH 5,0, ndo sendo influenciada
nas temperaturas avaliadas (4 e 25°C). A isoterma de Langmuir representou
adequadamente os dados experimentais de adsor¢cdo da enzima nessa resina a 4 e
25°C (pH 5,0), com valores similares de gm e K;, 25,4 Ulg e 185,2 Ulg,
respectivamente. A purificacdo de PGA em coluna de leito fixo apresentou
recuperacdo global de atividade em torno de 50% e fator de purificacdo de
aproximadamente 9 vezes. A capacidade de adsorcdo da resina de troca catidnica
nesse modo de operacao foi de 10,9 Unipas/MLresina. A purificacdo de PGA secretada
por Bacillus megaterium recombinante, produzida em meio sintético, foi estudada
por adsorgcdo id6nica da enzima nas seguintes resinas e valores de pH:
STREAMLINE SP XL® e IMMOBEAD IB-C435 (resinas de troca catiénica, pHs 5,0,
5,5 e 6,0); MANAE-agarose ativada com 40 e 80 umoles de grupos amino/g (resina
de troca catidnica, pHs 6,0, 7,0 e 7,5); STREAMLINE DEAE XL® e STREAMLINE Q
XL® (resinas de troca anidnica, pHs 7,5 e 8,5). Ensaios de equilibrio para as resinas
de troca catidnica STREAMLINE SP XL® (4°C, pH 5,0) e IMMOBEAD IB-C435 (4°C,
pH 5,5) permitiram a estimativa dos parametros do modelo de Langmuir: gm = 76,6 e
91,5 U/lg e K= 294,7 e 412,3 U/g, respectivamente. Apesar da alta capacidade
adsortiva dessas resinas, as mesmas nao foram adequadas a purificagdo de PGA,
pois adsorveram tanto PGA quanto proteinas contaminantes. As resinas MANAE-
AGAROSE (40 e 80 umoles/g) nao foram eficazes na adsorgédo de PGA. As resinas
STREAMLINE de troca anibnica n&do adsorveram quantidade significativa de PGA
nos valores de pH avaliados, entretanto, adsorveram quase 50% de proteinas
presentes no meio, mostrando-se assim seletiva para retirada das proteinas
contaminantes. Ensaios de adsor¢cao em coluna de leito fixo com STREAMLINE Q
XL® (22°C, pH 8,0) mostraram que a resina é eficaz na adsorgdo de proteinas
contaminantes, sendo possivel a recuperagdo de aproximadamente 70% de PGA



com um fator de purificacdo de 4 vezes e alta atividade especifica, em torno de 25
U/mg. Ja na resina STREAMLINE SP XL® (22°C, pH 5,0) a recuperacéo total da
enzima foi de 70%, mas com um fator de purificacdo de apenas 1,61 vezes e
atividade especifica em torno de 11 U/mg. Assim, conclui-se que a adsorgdo no
modo anidnico é mais vantajosa, pois além de maior purificagado, nao dilui a enzima.
O cultivo de B. megaterium recombinante em biorreator com alta densidade celular,
utilizando meio complexo, permitiu atingir atividade volumétrica de PGA de 50 U/mL.
Apo6s concentragédo do extrato enzimatico por ultrafiltragdo até 100 U/mL, avaliou-se
a purificagdo da enzima em coluna de gel de filtracdo utilizando a resina Superdex
200 prep grad (22°C, pH 7,5). Essa técnica permitiu alta recuperagdo da enzima
(>93%), entretanto com um fator de purificagdo de 3 vezes e atividade especifica de
13 U/mg.

Palavras-chave: Penicilina G Acilase, Escherichia coli, Bacillus megaterium, Troca
I6nica, Gel de Filtracdo, Purificacao.



ABSTRACT

Penicillin G acylase (PGA) is the key enzyme for the industrial production of f3-
lactam antibiotics. Major current PGA demand is attended for producer organisms as
Escherichia coli and Bacillus megaterium genetically modified. The enzyme produced
by Escherichia coli accumulates in the periplasmic space of the bacteria and it
requires cell disruption for recovery, whereas the enzyme from Bacillus megaterium
is secreted into the production medium. This study aimed to evaluate the adsorption
of PGA expressed by these two recombinant microorganisms in cationic and anionic
resins for recovery and purification of the enzyme. For E. coli PGA was evaluated
ionic adsorption of the enzyme in Streamline SP XL® cation exchanger resin after cell
disruption by sonication. In this step, we assessed the influence of pH and buffer, to
reduce the loss of enzyme inactivation and adjust the pH to a value suitable for a
subsequent selective adsorption of the enzyme. The buffers evaluated were acetate,
citrate, phosphate and carbonate, and the values of pH were adjusted between 4,5
and 11,0. No denaturation of the enzyme was observed in buffers and pHs
evaluated. However, it was observed enzyme adsorption in cellular debris at pH
values equal or smaller than 5,4, this debris adsorption was more apparent in the
presence of acetate buffer. Thus, cell disruption was defined at pH 6.0 to prevent
loss PGA in the adsorption of debris and adjustment of pH and salt molarity by
dilution in the appropriate buffer to prevent denaturation of the enzyme by local
reduction of the pH when uses concentrated acid. The STREAMLINE SP XL® resin
showed higher adsorption capacity of PGA at pH 5,0 and the temperature range (4
and 25°C) did not influence it. The Langmuir isotherm represented adequately the
experimental data of the enzyme adsorption resin at 4 and 25°C (pH 5,0) with similar
values of gm and K, 25,4 U/g 185,2 U/g, respectively. Purification of PGA in a fixed-
bed column showed overall recovery of activity around 50% and purification factor of
about 9 times. The adsorption capacity of cationic resin in this mode of operation was
10,9 Unipas/Mlesin. The PGA purification secreted by Bacillus megaterium
recombinant, produced in a synthetic medium, was studied by ion adsorption resins
and the following pH values: Streamline SP XL ® and IMMOBEAD IB-C435 (cation-
exchanger resins, pH 5,0, 5,5 and 6,0); manae-agarose activated with 40 and
80mmoles/g amino groups (cation exchanger resin, pH 6,0, 7,0 and 7,5);
STREAMLINE DEAE XL® and STREAMLINE Q XL® (anionic exchange resins, pH
7,5 and 8,5). Equilibrium experiments in cationic resins Streamline SP XL ® (4°C, pH
5,0) and I1B-C435 IMMOBEAD (4°C, pH 5,5) allowed estimation of the parameters of
the Langmuir model gm = 76,6 and 91,5 U/g K, = 294,7 and 412,3 U/g, respectively.
Despite the high adsorptive capacity of these resins, they were not suited to
purification of PGA, because their adsorbes PGA and the contaminants. Manae-
agarose resins (40 and 80 umoles/g) were not effective in PGA adsorption. The
STREAMLINE anionic exchangers resins not adsorbed significant amount of PGA in
pH evaluated, however, this resin performed a adsorption of almost of 50% proteins
present in the medium, demonstrating selective for removal contaminating proteins.
Adsorption assays in fixed-bed column Streamline Q XL ® (22°C, pH 8,0) showed
that the resin is effective in adsorption of contaminating proteins, it is possible to
recover approximately 70 % PGA with a purification factor of 4 times and high
specific activity of about 25 U/mg. Already on STREAMLINE SP XL® (22°C, pH 5,0)
resin, the total enzyme recovery was 70 %, but with a purification factor of only 1,61
times and specific activity of around 11 U/mg. It was concluded that adsorption in



anionic mode is more advantageous, because presents a better performance and
avoid the enzyme dilution. The cultivation of recombinant B. megaterium in a high
cell density bioreactor using complex medium, allowed to reach PGA volumetric
activity of 50 U/mL. After concentration of the enzyme extract by ultrafiltration to 100
U/mL, was evaluated purification of the enzyme on gel filtration resin column using
Superdex 200 Prep Grad (22 °C, pH 7,5). This technique allowed high enzyme
recovery (>93%), however with a purification factor of 3 times and specific activity of
13 U/mg.

Keywords: Penicillin G acylase, Escherichia coli, Bacillus megaterium, ion exchange,
gel filtration, purification.
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1. INTRODUCAO

Penicilina G acilase (PGA), depois de glicose isomerase, é a enzima mais
utilizada na forma imobilizada. Ela atua retirando as cadeias laterais de penicilina G
e cefalosporina C para produzir, respectivamente, acidos 6-aminopenicilanico (6-
APA) e 7-aminocefalosporanico (7-ADCA). Esses acidos sao reagentes
intermediarios para producdo de penicilinas e cefalosporinas semissintéticas,
mediante uma acilagdo quimica utilizando reagentes e condi¢cdes apropriadas. Os
produtos desses nucleos intermediarios s&o antibidticos conhecidos como
ampicilina, propicilina, amoxicilina, cabenicilina, oxacilina, cefalexina, cefadroxil,
dentre outros (CHANDEL et al., 2008).

Os antibidticos B-lactamicos, em particular as penicilinas e cefalosporinas, sdo
produtos muito importantes no mercado da biotecnologia farmacéutica. Estes
produtos constituem a maior parte das vendas de antibiéticos para a populagao
mundial. Segundo Chandel et al., em 2008 as vendas correspondiam 3 x 10’ kg/ano
dos 5 x 107 kg/ano de antibiéticos produzidos no mundo.

O consumo anual de PGA ¢é estimado entre 10 e 30 milhdes de toneladas
(SOUZA et al., 2005). O aumento da demanda mundial por antibiéticos B-lactamicos
exigiu um crescimento industrial significativo nas ultimas duas décadas. As
industrias farmacéuticas produtoras dos antibiéticos [B-lactdmicos substituiram
etapas de hidrolise e sintese quimica por rotas enzimaticas com a PGA, assim, foi
possivel diminuir custos e reduzir o impacto ambiental (ELANDER, 2003).

Além da hidrdlise e semissintese B-lactamica, estudos recentes relatam
outras aplicagcbes da PGA, tais como sintese de peptideos, resolucdo de misturas
racémicas, acilacdo enantioseletiva, hidrélise quiral, etc. (CHANDEL et al., 2008).

Penicilina G acilase pode ser produzida por diferentes microrganismos. PGAs
produzidas por bactérias Gram-negativas, como E. coli, encontram-se acumuladas
no espacgo periplasmico e PGAs de bactérias Gram-positivas, como B. megaterium,
sao secretadas (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2004).

A separacgao e purificacdo de enzimas produzidas por microrganismos € um
complexo arranjo de etapas, devido as caracteristicas variadas dos meios de cultivo

e da proteina de interesse. Entre as caracteristicas dos meios, se destacam a
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elevada proporgao de agua, moléculas organicas e inorganicas que constituem o
meio e metabdlitos intra e extracelulares. Em geral, o processo de bioseparagao de
proteinas envolve pelo menos uma etapa de separagdo entre células e caldo de
cultivo, a concentracdo da molécula alvo e a separagcdo das demais proteinas
presentes no meio (PESSOA, KILIKIAN, 2005).

A recuperacdo de enzimas intracelulares requer uma etapa de rompimento
celular, seguida da separacdo dos debris celulares. A produ¢cdo de PGA por B.
megaterium selvagem foi estudada por varios anos no grupo do DEQ-UFSCar
(NUCCI et al., 2007; PINOTTI et al., 2000, 2002, 2007a, 2007b, 2009; SILVA et al.,
2006, 2008; SOUZA et al., 2005). A purificagcdo de PGA produzida por E. coli e B.
megaterium selvagens, utilizando adsorgédo ibnica, em leito fixo e expandido,
também ja foi estudada no grupo (PINOTTI et al., 2009).

Na sintese natural da enzima, sua producéo ¢é limitada pela regulagao génica.
Assim, visando aumento nos niveis de expressdo de PGA, passou-se a estudar no
grupo a expressao recombinante da enzima, tanto a produgcdo de PGA de E. coli,
expressada por E. coli, quanto PGA de B. megaterium, expressada por B.
megaterium (VELEZ, 2013-tese). Embora a purificagcdo de PGA produzida por E. coli
e B. megaterium selvagens utilizando adsorg¢ao idnica ja tenha sido estudada no
grupo, a produgdo recombinante da enzima pode alterar as caracteristicas da
separacdo. No caso de E. coli, o padrao proteico intracelular deve ser diferente do
existente na produgdo com o microrganismo selvagem. Na produgdo com B.
megaterium, que secreta a enzima, o meio de cultivo utilizado para a produgao com
0 microrganismo selvagem é diferente do utilizado com o recombinante.

Neste trabalho, estudou-se a purificacdo de PGA recombinante expressada
por E. coli e B. megaterium, producédo intra e extracelular, respectivamente, visando
o desenvolvimento de um processo eficiente de separacdo da enzima para que

possa ser imobilizada, na sua aplicag&o industrial.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Antibiéticos B-lactamicos

A penicilina foi descoberta ha mais de 80 anos (FLEMING, 1929), sendo o
primeiro antibiético utilizado. A penicilina faz parte do grupo de antibidticos B-
lactdmicos, a importdncia deste grupo atualmente € muito significativa,
correspondendo a aproximadamente 60% do total de antibidticos produzido
mundialmente (CHANDEL et al., 2008; SOUZA et al., 2005).

A estrutura desses antibidticos contém como nucleo basico comum o anel B-
lactdmico, composto por trés atomos de carbono e um atomo de nitrogénio. Além do
anel B-lactdmico, a estrutura das penicilinas contém o anel tiazolidinico. A fusao
destes anéis da origem ao nucleo comum a todas as penicilinas, o acido 6-amino
penicilanico (6-APA) (MENEZES; ALVES; CARDOSO, 2000). A estrutura basica da

penicilina esta representada na Figura 2.1.

Figura 2.1- Estrutura basica da molécula de penicilina.
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Fonte: BARROS, 2008

Estes antibidticos agem inibindo a transpeptidase, enzima responsavel pela
sintese de peptideoglicanos na parede celular bacteriana, com isso, desequilibram a
pressdo osmotica na célula, levando ao rompimento da parede celular (COX;
NELSON, 2005).
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O importante grupo de metabdlitos secundarios com anel B-lactadmico inclui as
penicilinas G e V, as semissintéticas amoxicilina, ampicilina, cloxacilina, piperacilina;
as cefalosporinas semissintéticas, cefalotina cefaloridina, cefalexina, cefaclor e as
cefamicinas, cefoxitina e outras. As penicilinas semissintéticas sdo produzidas a
partir do 6-APA, sendo este, produto da hidrolise da cadeia lateral da penicilina G
(OZCENGIZ; DEMAIN, 2013).

Quando os antibidticos semissintéticos comegaram ser produzidos em escala
industrial, eram obtidos através de rotas quimicas, porém, devido as suas
complexidades, estas apresentam algumas desvantagens (OSPINA et al., 1996). A
sintese quimica exige diversas etapas de protegcdo do grupo reativo amino e
utilizacdo de derivados altamente instaveis para evitar reacdo de hidrélise nao
seletiva. Para isso, sao utilizados solventes organoclorados, tais como,
diclorometano e dietilanilina, que sédo altamente téxicos, de dificil manuseio e geram
produtos nocivos ao meio ambiente. Os solventes organoclorados tém potencial
cancerigeno, sendo indesejaveis tanto como residuos quanto como tragos presentes
no produto. Além desses problemas, a rota quimica ainda exige temperatura de
-30°C e longos tempos de reacdo (DIAGO; LUDESCHER, 1998). Assim, a rota
enzimatica surgiu como uma alternativa atraente na substituicdo dos processos de
hidrdlise e sintese quimica.

A reagdo de sintese enzimatica de B-lactdmicos semissintéticos utilizando
Penicilina G Acilase (PGA), é conhecida desde 1969, com a produgao da ampicilina
(WEGMAN et al., 2001). A rota enzimatica pode ser realizada em condi¢gdes brandas
como temperatura ambiente, meio aquoso e pH neutro. Nos ultimos anos, devido a
pressao das novas leis ambientais, a rota enzimatica, por ser uma rota mais limpa,
se torna mais atrativa quando comparada a rota quimica. Além da vantagem
ambiental, a sintese enzimatica é realizada em condi¢cao energeticamente favoravel
e apresenta altas conversdes, gerando grandes reducgdes de custos (ELANDER,
2003).
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2.2 Enzimas

A maioria das enzimas s&o proteinas, exceto um pequeno grupo de RNAs n&o
codificadores com atividade catalitica, que atuam como biocatalisadores. Enzimas
estdo envolvidas em quase todos os processos naturais, sendo um tipo especial de
proteina com fungao de auxiliar a digestao, processar nutrientes, produzir energia,
dar destino a produtos residuais, rearranjar moléculas e regular uma variedade de
outras fungdes metabolicas (COX; NELSON, 2005).

Enzimas sdo macromoléculas de alta massa molecular formadas por unidades
nanométricas conhecidas por aminoacidos, unidos por ligacbes peptidicas. Os
residuos de aminoacidos formam ligagbes covalentes entre si, pelo grupo amino de
um aminoacido com o grupamento carboxilico de outro, constituindo cadeias
peptidicas extensas, que assumem um arranjo espacial complexo (CAMPBELL,
2000). Sua estrutura e modo de agcao vém sendo gradativamente elucidados por
métodos experimentais bem estabelecidos, como técnicas classicas de Raio-X e
avancadas de ressonancia magnética nuclear (DALLA-VECCHIA; NACIMENTO;
SOLDI, 2004).

A utilizagdo de enzimas como catalisadores evoluiu expressivamente nos
ultimos anos. Caracteristicas como alta eficiéncia catalitica, alto grau de
especificidade e capacidade de acelerar reagdes quimicas especificas sem a
formagdo de subprodutos indesejaveis sao aspectos que contribuem para a
utilizacdo destes biocatalisadores em varios ramos da industria. Diversas reacgdes
organicas podem ser efetuadas por rotas de sintese empregando esses
catalisadores bioquimicos (FABER, 1997).

Desta forma, a biocatalise vem surgindo como alternativa por apresentar
grandes melhorias de processo, principalmente em relagdo aos custos operacionais,
bem como, condicbes moderadas de operagao. Por esta razdo é cada vez mais
crescente o interesse da aplicagdo de catalisadores bioquimicos em sintese
organica.

Atualmente, ha uma grande pressao para a conservagao dos recursos naturais.
Cada vez mais as leis que acercam o controle ambiental ficam mais rigorosas,
forcando o desenvolvimento de praticas sustentaveis. Os processos enzimaticos

vém se tornando importantes aliados na substituicio de processos quimicos
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consolidados em muitos segmentos industriais. Os setores da industria que passam
pela troca de catalizadores quimicos por processos enzimaticos estdo em diversas
areas de atuagao, tais como, ambiental, analitica, farmacéutica, alimenticia, e
outras. Dentre essas transicées, podem ser citadas a obtengao de 6-APA a partir da
hidrélise enzimatica da penicilina G, producdo de antibidticos, produgdo de
combustiveis, desenvolvimento de biossensores, degradacdo de pesticidas,
producao de corantes, isomerizagao da glicose, hidrdlise da lactose, clarificagdo de

bebidas e resolugdo de misturas racémicas (CHANDEL et al., 2008).

2.2.1 Penicilina G acilase

A penicilina G acilase (PGA; EC 3.5.1.11) é uma enzima hidrolitica que atua
sobre as cadeias laterais de penicilina G e cefalosporina G, produzindo 6-APA e o 7-
acido amino-desacetoxi-cefalosporanico (7-ADCA) respectivamente, e como
subproduto comum, acido fenil acético (AFA) (ARROYO et al., 2003; CHANDEL et
al., 2008). A Figura 2.2 ilustra as respectivas reacdes de hidrolise de penicilina G e

cefalosporina G.

Figura 2.2- Conversao enzimatica da penicilina G e cefalosporina G em 6-APA e 7-ADCA,
liberando acido fenil acético como produto secundario comum.
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Os produtos 6-APA e 7-ADCA representam os nucleos principais para sintese
dos antibidticos B-lactamicos, tais como ampicilina, amoxicilina, cloxacilina e
cefalexina. A estratégia mais simples para a sintese enzimatica dos antibiéticos [3-
lactdmicos é a utilizacdo da sintese termodinamicamente controlada. Este método
envolve a acilagao direta do nucledfilo 6-APA ou 7-ADCA por acidos livres em baixos
valores de pH, isto é, condicbes em que a maioria dos substratos estdo na forma
nao-dissociada. A mistura de solvente organico com agua pode ser usada para gerar
melhorias na sintese direta do antibidtico. Uma concentragao elevada de solventes é
usada para conseguir reducao substancial na forma ionizada do substrato, a fim de
favorecer o processo de sintese ilustradas na Figura 2.3 (SCHROEN et al., 1999;
FERNANDEZ-LAFUENTE; ROSELL; GUISAN, 1996).

Figura 2.3 - Sintese de antibiéticos B-lactdmicos catalisada por PGA.
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Outras aplicagdes das PGAs sé&o: sintese de peptideos (LANGEN et al., 2000),
acilagao enantioseletiva (MASSOLINI et al., 2006), resolugdo de misturas racénicas
(FADNAVIS et al.,, 1997) e hidrdlise quiral (CABRERA et al.,, 2007). Baseada na
especificidade pelo substrato as penicilinas acilases foram originalmente
classificadas em trés grupos: penicilina G acilase, penicilina V acilase (PVA) e
ampicilina acilase (DESHPANDE et al., 1994).
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2.2.2 Estrutura da PGA

A PGA de E. coli € uma enzima intracelular localizada no espaco
periplasmatico, composta por duas subunidades, a e 3, com massas moleculares de
20,5 e 69 kDa, respectivamente, com um ponto isoelétrico entre 6,7 e 6,9 (BOCK et
al., 1989; AZEVEDO; FONSECA; PRAZERES, 1999). A enzima produzida por B.
megaterium é secretada, portanto extracelular, e também é constituida por duas
subunidades, com massa molecular média de 26,9 e 59,1 kDa (SOUZA et al., 2005),
porém, essa enzima ainda nao teve sua estrutura cristalina elucidada.

A triade catalitica da PGA de Escherichia coli esta situada entre a subunidade
a, com 209 aminoacidos e 20,5 kDa, sendo responsavel pelo reconhecimento da
cadeia lateral do substrato, e a subunidade B, com 557 aminoacidos e 69 kDa,
contendo um residuo serina N-terminal do sitio ativo (BOCK et al., 1983; NOVELLA
et al., 1994). Quando as duas subunidades estédo juntas e em sua forma madura, a
enzima é cataliticamente ativa. A dissociacdo de subunidades leva a inativacao da
enzima, de forma praticamente irreversivel. A estrutura tridimensional da enzima

esta ilustrada na Figura 2.4.

Figura 2.4- Estrutura cristalina da PGA de E. coli complexada com o substrato penicilina G
sulfoxido. Em verde aparece a subunidade alfa e em azul a subunidade beta. No centro da
molécula, a triade catalitica complexada com o substrato em preto (penicilina g sulfoxido),
indicado em vermelho a Ser3 1, em amarelo Ala3 69 e em laranja a Asnf3 241.

Fonte: MCVEY et al., 2001
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A estrutura do sitio ativo da PGA é complexa, em forma de bolsa com
grupamentos serina, asparagina e alanina. O mecanismo proposto para a hidrélise
de penicilina G encontra-se apresentado na Figura 2.5. O atomo de carbono
carbonila da ligagdo amida sofre um ataque nucleofilico pela Serf 1 formando uma
ligacdo covalente acil-enzima. Com isso, surge o estado de transi¢cao tetraédrico,
onde o oxigénio da ligagdo amida perde uma ligacdo covalente, sendo entdo
estabilizado por duas ligagbes de hidrogénio, uma com a Asnp 241 e outra com a
AlaB 69. O intermediario tetraédrico sofre tensdo das ligagdes de hidrogénio
forcando a quebra da ligagdo amida liberando 6-APA. A ligacao serina-acil é atacada
pela agua para formar o segundo intermediario tetraédrico com o mesmo
mecanismo de interagdo entre os aminoacidos Asnp 241 e Ala 69. Finalmente, o
segundo intermediario se colapsa liberando AFA. (DUGGLEBY et al.,, 1995;
GIORDANO; RIBEIRO; GIORDANO,2006).

Figura 2.5- Mecanismo catalitico proposto para a agao da penicilina G acilase na hidrélise
de penicilina G.
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2.2.3 Penicilina G acilase recombinante

A PGA é produto da tradugao e processamento do gene pac, que encontra-se
presente em uma variedade de organismos, incluindo as bactérias gram-negativas e
gram-positivas, fungos filamentosos e leveduras. Quando presente em bactérias
gram-negativas como Escherichia coli (COLE, 1969), Kluyvera citrophila (BARBERO
et al., 1986), Providencia rettgeri (KLEl; DAUMY; KLEI, 1995) e Alcaligenes faecalis
(VERHAERT et al., 1997) a enzima é acumulada no espago periplasmatico, quando
pac € expresso em bactérias gram-positivas como Arthro-bacter viscosus (OHASHI
et al., 1989) e Bacillus megaterium (CHIANG; BENNETT, 1967) a enzima é
secretada para o meio extracelular.

A regulacdo da sintese do pac tem sido extensivamente estudada em E. coli.
Ha trés principais mecanismos de regulagao envolvidos na sintese PAC: repressao
catabdlica, indugdo por AFA e termorregulacédo. A expressdo do gene pac em
linhagens de E. coli do tipo selvagem é induzida por AFA e reprimida por glicose.
Estas duas substancias parecem afetar a expressao do gene ao nivel da transcrigao,
mecanismo ilustrado na Figura 2.6. Embora o mecanismo de indugdo permaneca
oculto, sugere-se que uma proteina repressora do pac seja codificada por pacR,
uma transcrigdo no sentido oposto ao gene estrutural pac (RAJENDHRAN;
GUNASEKARAN, 2004).

O gene pac é traduzido como uma unica sequéncia polipeptidica no
citoplasma, ppPGA; sua maturagao é realizada através da remocgao do peptideo
sinal para translocacao através da membrana citoplasmatica. O processamento do
peptideo espacador ocorre no espago periplasmatico, seguido da formagao da
enzima quimicamente ativa composta pelas subunidades a e B (KRZESLAK et al.,
2009).
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Figura 2.6 - Esquema geral de sintese e processamento de PGA em E. coli. O gene pac
codifica um precursor polipeptidico de 94 kDa (ppPGA) que consiste em um peptideo sinal
(S), uma subunidade (a), um peptideo espacador (L) e uma subunidade ().
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Fonte: KRZESLAK et al., 2009.

A tecnologia de DNA recombinante tornou possivel clonar e expressar o gene
pac de modo eficiente e preciso. A estratégia mais utilizada foi a clonagem dos
genes pac em vetores de plasmideo multicépia, a fim de aumentar o numero de
coépias do gene. Genes pac de Escherichia coli (FLORES; SOBERON; OSUNA,
2004), Arthrobacter viscosus (OHASHI et al., 1989), Providencia rettgeri (KLEI,
DAUMY; KLEI, 1995), Kluyvera citrophila (BARBERO et al., 1986), Bacillus
megaterium (MARTIN et al., 1995), Achromobacter xylosoxidans (CAl et al., 2004) ja
foram clonados com sucesso.

A alta demanda de PGA na industria farmacéutica € suprida por um processo
de fermentagdo liquida, utilizando principalmente Escherichia coli ou Bacillus
megaterium geneticamente manipulados (recombinantes). Avangos no campo da
biotecnologia, tais como bioprospec¢édo de microrganismos, técnicas avangadas de
recombinagcdo genética, mutagénese sitio dirigida, técnicas de imobilizagdo e
modificacdes no processo de fermentacdo podem aumentar a produgao de PGA.
Fontes de carbono mais baratas e condi¢gdes de fermentagao modificadas poderiam

levar a produgao mais rentavel de PGA. Em paralelo, os processos de purificacdo da
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enzima podem ser melhores explorados para diminuir os custos da produgao
(RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2004).

2.3 Purificagao de proteinas: enzimas

A implementagao da produgéo industrial de proteinas nem sempre foi possivel,
devido a problemas na purificagdo, tais como, separacdo dos debris celulares e
elevado numero de procedimentos necessarios para a recuperacao e purificacdo da
proteina alvo. Os processos tradicionais utilizados para a separacao e purificacdo de
proteinas intracelulares s&o lentos e a utilizacdo de muitas etapas diminui o
rendimento do processo, enquanto o custo de operagao atinge de 40a 90% do custo
total da produgéo do bioproduto (MORTON; LYDDIATT, 1994).

O processo de obtencdo de um produto biotecnoldégico, consiste de um
conjunto de operagdes unitarias conectadas, que devem produzir um produto final
capaz de atingir os niveis de pureza, recuperagao e custos definidos. Os principais
critérios para avaliagdo e desenvolvimento de um processo de purificagdo de
proteinas sao:

e Pureza requerida do produto;

e Custo de producéo relativo a recuperacéo;
e Possibilidade de escalonamento;

e Reprodutibilidade;

e Facil implementacéo;

¢ Robustez na variagao do processo.

De modo geral ndo ha um protocolo especifico para purificagdo, varias
perguntas devem ser realizadas antes de propor-se um procedimento de purificagao
de uma determinada proteina. Exemplos dessas indagag¢des sdo: em que tipo de
células a proteina €& expressa, a produgcdo €& extra ou intracelular, quais a
caracteristicas da molécula alvo (tamanho, forma, pl, solubilidade, estabilidade) e as
caracteristicas das moléculas contaminantes, qual € o pH do meio de produgéo, qual
€ a concentragdo da biomolécula, e por fim, qual a finalidade do produto final (uso
industrial, tratamento de efluentes, aplicacdo na obtencido de alimentos ou produtos

farmacéuticos, no entanto, o que dita primordialmente a pureza requerida para um
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determinada biomolécula € sua aplicagao pretendida. Em geral, enzimas industriais
requerem niveis de pureza menores que moléculas utilizadas em kits diagndsticos

ou com finalidades terapéuticas (Figura 2.7).

Figura 2.7 - Diferentes niveis de pureza requerida para diferentes bioprodutos.
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Fonte: HARRISON, 2003.

Devido ao fato de cada proteina ou enzima ser diferente, infelizmente, nao
pode haver uma resposta comum para qualquer uma dessas perguntas. A priori, 0s
protocolos e estratégias de purificagdo devem ser trabalhados individualmente para
cada proteina tendo em conta seu uso pretendido (CONSORTIUM et al., 2008).

Apesar de nao haver processo de purificagdo com aplicagao geral, é possivel
tracar passos genéricos aconselhaveis de acordo com cada caso de processo e
finalidade do produto. A purificagdo com um olhar genérico pode ser dividida em
quatro etapas: separacao de células e seus debris do caldo de cultivo (clarificagéo);
concentracao e pré-purificagdo de baixa resolugao; purificacdo de alta resolugao; e
operagdes de tratamento final (PESSOA; KILIKIAN, 2005). A Figura 2.8 ilustra as

etapas genéricas de um processo de purificagdo de enzimas.
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Figura 2.8 - Etapas genéricas de um processo de purificacdo de enzimas.
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Segundo Najafpour, 2007, as etapas para purificagdo de uma determinada
enzima compreendem uma gama de operagdes que variam de acordo com cada
finalidade. Sao elas:

o Clarificacdo trata-se da remocéo de particulas insoluveis. Operacdes
comuns sao filtragdo, centrifugacado e filtracdo tangencial, processos esses
baseados na separagao por tamanho das particulas.

o Rompimento de células € uma operagao necessaria para produtos de
interesse intracelular, como exemplo, as bactérias que produzem a proteina alvo
no citoplasma e as armazena em corpos de inclusdo ou no espago
periplasmatico. As operagbes mais comuns s&o, ultrassom e moagem em
moinhos de bolas que rompem por cisalhamento. Também podem ser utilizados

rompimento quimico ou enzimatico.
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o A pré-purificagdo envolve processos de baixa resolugédo. Tratam-se de
operacgdes que separam moléculas com caracteristicas muito distintas. Nessa
etapa se utiliza a precipitacdo através da adicdo de sais, polimeros ou solventes
para diminuir a solubilidade da proteina, ou também a ultrafiltracdo para separar
as proteinas de acordo com a massa molar e raio hidrodinamico.

o A etapa de alta resolugdo compreende uma ou mais operagdes
cromatograficas como: troca-ibnica, afinidade, imunoafinidade, interagao
hidrofébica e exclusdo molecular. Essas etapas visam a adsor¢ao da proteina
alvo ou das proteinas contaminantes em uma fase estacionaria, com excegéo da
exclusdo molecular que separa proteinas por diferenca de tamanho em uma
matriz inerte.

o O polimento pode ser obtido através de técnicas de secagem
realizadas em tambores rotativos, secagem por pulverizacao, liofilizagao e
cristalizagao, todas envolvendo o principio de equilibrio sélido-liquido. Os ultimos
passos devem conferir ao produto desejado forma adequada para a formulagao

final. Em muitos casos a etapa de polimento nio é realizada.

Para qualquer técnica de bioseparacao, se obtém um desempenho diferente
em relacdo a recuperacao, resolugcao, capacidade e velocidade. A técnica pode ser
otimizada levando em consideragao apenas um desses parametros, como exemplo,
resolucdo, ou para alcancar o melhor equilibrio entre dois parametros, como
recuperacao e capacidade. A separagao otimizada para um destes parametros pode
levar a resultados bastante diferentes do que os produzidos usando a mesma
técnica, mas focando em outro parametro. O esquema tipico de apresentacdo do
efeito da escolha desses parametros € ilustrado em forma de um tetraedro (Figura
2.9); conforme é escolhido 1 ou 2 parametros, se afasta dos parametros da aresta

oposta.
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Figura 2.9 - Combinacgao equilibrada entre resolugao, capacidade, recuperagao e
velocidade de cada operacgéao.
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Capacidade se refere a quantidade de proteina alvo que o procedimento
suporta, por isso, € uma abordagem mais comum de processos cromatograficos. Em
alguns casos, a quantidade de amostra suportada pode ser limitada pelo volume
(filtracdo em gel), ou por grandes quantidades de contaminantes (troca ibnica,
ultrafiltracdo).

A velocidade do processo € de maxima importancia quando no inicio a
purificacdo ha contaminantes que degradem a proteina alvo, tais como proteases.
Assim, a proteina alvo deve ser removida tao rapido quanto possivel, para evitar sua
degradacgéo.

A recuperacao se refere ao rendimento do processo e torna-se cada vez mais
importante conforme o valor do produto purificado aumenta. A recuperagdo é
influenciada, por exemplo, por processos de desnaturagcdo da proteina alvo pelas
condicdes do processo.

Resolucdo da operacdo € a capacidade do processo em separar a proteina
alvo dos contaminantes. De modo geral, a resolugao se torna mais dificil nas fases
finais de purificacdo, quando as impurezas apresentam propriedades muito
semelhantes as da proteina alvo.

A correta escolha e integracdo das operacgdes unitarias para o sucesso do
processo de bioseparacado faz parte do “Process Design”. Esse trabalho, € uma

avaliacdo de engenharia realizada antes de construir, expandir ou adaptar um
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processo industrial e se trata de duas etapas de trabalho, o processo de sintese e o
processo de analise. O processo de sintese refere-se a selecdo e arranjo de um
conjunto de operagdes unitarias de forma ser capaz de produzir o produto de
interesse com qualidade aceitavel e custo competitivo. O processo de analise
consiste na avaliacdo e comparacgao de diferentes processos de sintese. No entanto,
um passo de sintese € seguido por um passo de analise e o resultado da analise
dita o proximo passo de sintese. O “Process Design” deve ser realizado junto com o
projeto de avaliagdo econémica, no entanto, exigem uma integracdo multidisciplinar
entre disciplinas cientificas e de engenharia com muitos niveis de detalhes
(HARRISON, 2003).

2.3.1 Rompimento Celular

O aumento da demanda por produtos biotecnologicos trouxe a tona a
importancia dos processos de rompimento celular para recuperagao de proteinas
intracelulares. A partir do dominio da engenharia genética, surgiram muitas
moléculas que vém sendo sintetizadas em sistemas procariotos e eucariotos, e
muitas delas sao intracelulares, demandando o desenvolvimento de técnicas de
rompimento para recuperagdo desses bioprodutos. (PESSOA; KILIKIAN, 2005). A
extracdo de proteinas intracelulares a partir de Escherichia coli é tradicionalmente
conseguida por tecnologia de ruptura mecanica, quimica ou enzimatica.

A parede celular de E. coli é constituida por uma membrana externa e uma
camada de mureina ou peptidoglicano, que |he confere resisténcia mecanica,
principalmente devido a camada de peptidoglicano reticulada que liga a camada de
fosfolipideos logo acima. Além disso, a bactéria contém uma membrana
citoplasmatica, composta por uma bicamada de fosfolipidos e proteinas
transmembrana, a qual mantém gradientes de concentragdo entre a célula e o
espaco periplasmatico, espago no qual abriga a PGA madura, como ilustrado na
Figura 2.10. A membrana n&o possui resisténcia mecanica, portanto, apdés a
remocao da parede externa € possivel extrair a PGA e também é possivel perturbar
o equilibrio osmético da membrana citoplasmatica e liberar o conteudo intracelular
(MIDDELBERG, 1995).
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Figura 2.10 - Estrutura simplificada da parede celular de E. coli.
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Fonte: MIDDELBERG, 1995.

Com as estruturas tipicas das paredes celulares elucidadas, é possivel
desenvolver estratégias de rompimento. A ruptura completa da parede celular e a
liberacdo de todos os componentes intracelulares exige a destruicdo dos
componentes rigidos da estrutura da parede, ou seja, do peptidoglicano nas
bactérias gram-negativas e glicanos em leveduras. A destruicdo da parede de forma
nao-especifica € normalmente alcancada através de meios mecanicos, enquanto
que os métodos ndo-mecanicos (fisica, quimica e enzimatica) sdo mais especificos
(HARISON, 1991).

O rompimento celular € uma das principais operag¢des unitarias na recuperagao
de produtos intracelulares. No bioprocesso como um todo, o rompimento da célula
tem de ser otimizado, tanto na quantidade de produto liberado, quanto na influéncia
sobre as operagdes de purificacdo subsequentes (ZHOU et al., 2000). No caso de
um produto localizado no periplasma, evita-se a libertagao citoplasmatica, limitando
a quantidade de DNA liberado, evitando assim o aumento na viscosidade,
melhorando a eficiéncia da etapa subsequente de separagao solido-liquido como a
microfiltracdo. Além disso, com a reducdo da quantidade de contaminantes
liberados, espera-se aumentar a ligacdo do produto durante as operagdes de

purificacdo secundarias, como a adsor¢cdo. Métodos de rompimento por cavitagao,
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entre eles cavitagdo hidrodinamica e ultrassom, tem demonstrado boa seletividade
na extracdo de componentes periplasmaticos em bactérias e leveduras.
(BALASUNDARAM; HARISSON, 2011; GOGATE; KABADI 2009).

2.3.1.1 Sonicagao

A sonicagdo é um dos métodos de rompimento celular mais utilizados em
escala de bancada (ENGLER et al., 1985). O ultrassom sao ondas sonoras de alta
energia com frequéncia de 15-20kHz. O mecanismo de rompimento celular esta
associado ao fendbmeno de cavitagao, ou seja, tensao de cisalhamento desenvolvida
por turbilhdes, formados pelo colapso de pequenas bolhas de ar. As forgcas de
cisalhnamento que criam turbilhdes maiores do que as células sdo mais susceptiveis
de mover as células, em vez de rompé-las, enquanto que turbilhbes menores do que
as células sao capazes de realizar a ruptura. Assim, as células maiores terdo
turbilhndbes mais perturbadores do que as células menores (GECIOVA;BURY;
GELEN, 2001).

Na industria quimica, a sonicacéo € utilizada no processo de desinfec¢cdo, mas,
nao é comum sua utilizagdo em escala industrial para o rompimento de
microrganismos. O fato pode ser atribuido ao aquecimento excessivo gerado no
processo. A maior parte da energia acustica é absorvida pela suspensdao e
convertida em calor, surgindo a necessidade de um eficiente sistema de refrigeracao
para a dissipacdo do calor. As cavidades geradas nas paredes celulares por
ultrassons nao possuem simetria esférica, assim o colapso gerado pelas bolhas
provoca uma descarga devido a distribuicdo assimétrica dos elétrons e,
subsequentemente, ionizagcdo. A cavitagdo ultrassénica produz detritos de células
muito finas podendo gerar problemas nos subsequentes passos da purificagéo,
como exemplo na microfiltragcado (HARISON, 1991).

Apesar de o ultrassom ser uma técnica versatil para escala de bancada
laboratorial, o rompimento em escala industrial torna-se inviavel economicamente,
pela necessidade dos grandes numeros de sondas e um sistema muito eficiente de
refrigeragdo, ja que as proteinas podem sofrer desnaturagdo durante o processo
(PESSOA,; KILIKIAN, 2005).
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Fonseca e colaboradores em 2002 verificaram a eficiéncia do rompimento de
E. coli para recuperagao da PGA intracelular por ultrassom, realizando o processo
com devida refrigeragcéo, os autores verificaram que ndo houveram perdas durante o
processo de rompimento. Os resultados da sonicagdo mostraram bom rendimento
de ruptura celular, aplicando-se 12 minutos de ultrassom e pulsos de 30 em 30

segundos. Os dados estao ilustrados na Figura 2.11.

Figura 2.11- Evolugdo da atividade enzimatica e proteinas totais no sobrenadante e
atividade de células no pellet durante a sonicacdo a 200 W de 80 mL de suspensao celular
com concentragdo de 26 g.L™".
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Fonte: FONSECA; CABRAL, 2002.

2.3.2 Separagao por membranas: Dialise, ultrafiltragao e diafiltragao

Membrana é uma barreira que separa duas fases restringindo total ou
parcialmente o permeio de um ou mais compostos quimicos presente no meio.
Processos de separagdo por membranas sao energeticamente favoraveis, pois
promovem a separag¢ao dos componentes de uma mistura a temperatura ambiente,

sem mudanca de fase. Além disso, apresentam especificidade, podem separar



35

compostos termolabeis, caracteristica importante para produtos biotecnoldgicos
(HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Por apresentar tal versatilidade, a ultrafiltracado é atualmente utilizada para
concentragdo e pré-purificagcdo de uma grande variedade de produtos, incluindo
moléculas terapéuticas recombinantes, enzimas industriais e produtos alimentares.
A dialise de proteinas em solugao permite separar facilmente solutos de baixo peso
molecular por meio de uma membrana semipermeavel, capaz de reter as moléculas
proteicas, permitindo a passagem de moléculas menores do soluto. A vantagem
sobre a ultrafiltragdo € o baixo consumo de energia.

A diafiltracdo € uma opcéao alternativa para operar o sistema de ultrafiltracao.
Tal tipo de operacédo pode ser entendida como processo de purificagdo a volume
constante, pois adiciona-se em modo continuo, solvente ou solugdo tamponada, na
mesma vazao de saida do permeado. Esse modo de operagao pode ser empregado
para sistemas de microfiltragao, ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose inversa, e é
utilizado com intuito de eliminar compostos de menor massa na mistura contendo a
proteina de interesse (PESSOA,; KILIKIAN, 2005).

Os parametros utilizados para a classificagdo das membranas sdo natureza
morfolégica e propriedades de transporte. Quando se trata de membrana porosa,
caracteristicas como distribuicdo, numero e espessura de poros sdo parametros
morfologicos importantes. No caso de membranas densas, propriedades fisico-
quimicas que envolvem o polimero utilizado, as moléculas a serem separadas e
também a espessura do filme de polimeros s&o parametros importantes do
processo.

Além disso, a morfologia da membrana pode definir os principais parametros
que representam sua capacidade seletiva. Portanto, em processos com membranas
porosas, a capacidade seletiva esta ligada diretamente ao tamanho e quantidade de
poros € com o tamanho das espécies envolvidas na separagao. Independente do
tipo, material, morfologia e forga motriz, propriedades de transporte como medida de
seletividade, sdo adotadas como parametros caracteristicos (Figura 2.12) (PESSOA,;
KILIKIAN, 2005).
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Figura 2.12- Processos de separagdo por membrana porosa e sua medida de seletividade
correspondente, onde R é o coeficiente de rejeicdo Cp e C, representam a concentragao do
soluto no permeado e na alimentacao, respectivamente.
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Fonte: HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006.

De maneira geral, as espécies presentes na mistura devem ser inertes em
relagdo ao material da membrana. No caso das membranas de ultrafiltracao, a forca
motriz da separagao é o gradiente de pressao através da membrana, sendo o fluxo
do permeado necessariamente convectivo, ao contrario da didlise, que separa por
gradiente de concentragdes, nesse caso o fluxo é difusivo.

Por outro lado, a ultrafiltracdo apresenta algumas limitagdes como a redugao
do fluxo permeado, provocada pela polarizagao de concentragao e por incrustagoes
(fouling). A polarizagao de concentragdao € o fendbmeno resultante do acumulo de
material em suspensdo na superficie da membrana, promovendo resisténcia a
transferéncia de massa do solvente. O fouling pode ser ocasionado por adsor¢ao de
moléculas de soluto na superficie da membrana e/ou no interior dos poros, devido a
interacbes fisico-quimicas destas substancias com o material da membrana, por
entupimento dos poros das membranas por particulas em suspensao, depdsito de
material em suspensdo sobre a superficie da membrana, no caso de
macromoléculas em concentragdo elevada que possibilita a formacao de gel nesta
area. O fenbmeno da polarizacdo de concentragao é reversivel; através da limpeza
da membrana é possivel recuperar a permeabilidade da mesma, enquanto que os
fendbmenos que envolvem a incrustacdo sido considerados total ou parcialmente
irreversiveis (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

A didlise também pode apresentar problemas, além da diminuicdo da
solubilidade das proteinas em solucéo, o caldo fermentado pode conter enzimas que

degradem a membrana, no caso, celulases em membrana de celulose regenerada.
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Outro problema dessa operacdo € quando o caldo contém proteases, que sao
enzimas que hidrolisam outras proteinas de maneira aleatéria, assim o processo fica
comprometido, devido ao grande tempo de contato que a solugéo dialisada deve

ficar em contato contra a solugao de equilibrio.

2.3.3 Adsorcgao de troca idnica

A adsorcao de troca ibnica € uma operacado de downstream que pode separar
moléculas ou grupos de moléculas que tém apenas pequenas diferengas na carga.
A separacao baseia-se na interacdo reversivel entre uma molécula carregada e a
fase estacionaria de carga oposta (Figura 2.13). Atualmente a troca ibnica é uma
operacao muito utilizada na purificagao de proteinas, peptideos, acidos nucleicos e
outras biomoléculas carregadas. Existe grande variedade de grupos de separagdes

de alta resolugdo e com elevada capacidade de carga.

Figura 2.13- Esquema ilustrativo da adsorg¢ao de troca ibnica
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Fonte: Adaptada de handbook Amersham Biocienses, 2004.

Tipicamente, as condi¢gdes do processo sdo selecionadas para assegurar que
as moléculas de interesse se liguem aos grupos carregados na fase estacionaria. As

condigdes sao entdo alteradas de modo a que as substancias ligadas sao eluidas
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diferencialmente. Dependendo das condi¢gdes de adsorcdo e dos contaminantes a
estratégia pode ser inversa, ou seja, a fase estacionaria sequestrar somente
contaminantes e deixar a molécula alvo passar pela coluna. A eluicdo é mais
frequentemente realizada empregando um gradiente continuo ou aumentando
gradualmente a forga ibnica, geralmente utilizando NaCl para conseguir o aumento
da forga idnica.

A carga liquida da superficie de proteinas varia de acordo com o pH da
solugédo, quando o pH estd abaixo do pl a carga da proteina tem carga positiva,
quando o pH esta acima do pl a proteina tera carga liquida negativa. Normalmente,
quando o pH esta acima do ponto isoelétrico, a proteina ira se ligar a um trocador de
anions carregado positivamente, quando abaixo do seu pl ira ligar-se a uma carga
negativa, um trocador de cations. As resinas comerciais mais comuns estdo

ilustradas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1- Resinas comerciais comuns
Nome Designacao Estrutura pKa

Anions fortes

Trimetilaminoetil TAM -C,HaN*(CHs)3 -
Trietilaminoetil TEAE -CoH4N"(CoHs)3 9,5
Dietil-2-hidroxipropil aminoetil QAE -C,H4N*(C3Hs),CH,CH(OH)CH; -

Anions fracos

Aminoetil AE -C,H4N"H; 6,5-7,0

Dietilaminoetil DEAE -C,H4N"H(C,Hs), 9,5

Cations fortes

Sulfonato S -SO3” 2,0
Sulfometil SM -CH,SO3 -
Sulfopropil SP -C3HgSO3" 2,0-2,5

Cations fracos

Carboxi C -COO -

Carboximetil CcM -CH,COO 3,5-4,0
FONTE: HANDBOOK da Amershan Biocienses, 2004.




39

Trocadores de ions fortes ndo mostram nenhuma variacdo na capacidade de
troca ibnica com a mudanca no pH ou esta variagdo nao é significativa. Estes
trocadores nao perdem protons com a mudanga de pH, assim ndo tém capacidade
de tamponamento, mantendo-se totalmente carregados sobre uma ampla faixa de
pH. Trocadores de ions fortes incluem Q, TAM, TEAE (anibnicas), S, SM e SP
(catibnicas).

Uma vantagem dos trocadores de ions fracos, tal como DEAE (anibnico), AE
(aniénico), C (catidnico) e CM (catibnico) € que eles podem oferecer maior
seletividade em relacdo aos trocadores de ions fortes. Uma desvantagem é que os
trocadores fracos podem perder prétons facilmente com a mudancga do pH.

Contudo, mesmo que a proteina tenha carga liquida negativa, ela pode ligar-se
a um trocador de cations carregado negativamente, uma vez que pode haver grupos
carregados positivamente na superficie da proteina suficientes para a ligagao
ocorrer. Naturalmente, a reciproca é verdadeira. Ligagdes ndo previstas ou auséncia
de ligagdes também podem ser causadas por alteragées do pH do microambiente no
interior do bulk (efeito Donnan). Isto pode aumentar o pH em trocadores aniénicos e
diminui-lo em troca catidnica.

A adsorcao de uma molécula na superficie sdélida do suporte € uma questao
termodinamicamente definida desta molécula entre as fases; quando o sistema
atinge o equilibrio ndo ocorre mais adsorc¢ao. O equilibrio € expresso em quantidade
de molécula adsorvida por quantidade de adsorvente (q*), isso pode ser medido
através da concentracdo da molécula de adsorbato (C*) em solugédo, a expressao
obtida é denominada isoterma de adsorgdo. Existem varios modelos matematicos
desse tipo na literatura, os mais comuns sdo os modelos de Langmuir, Freundlich e
linear (SILVA; 2010).

Langmuir € um modelo classico e dentre os modelos citados, € o unico com
base tedrica. Os fundamentos deste modelo sdo: formagdo de uma camada
homogénea na superficie sélida, sem que haja interacbes entre as moléculas
adsorvidas e recobrimento da superficie adsortiva em monocamada. A

representacdo matematica desta isoterma € apresentada na Equacéo 1.
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q*=qmx C* (1)
K +C*

onde C* é a concentracdo da molécula em solugdo em equilibrio com a quantidade
adsorvida por quantidade de adsorvente q*, K, € a constante de equilibrio e gm é
capacidade maxima de adsorcdo. (DUTTA; BORAH; DUTTA, 2004).

O modelo de Freundlich corresponde a adsor¢cdo em uma superficie que
contém sitios ndo uniformes. A falta de uniformidade pode ser causada também
pelas forgas repulsivas entre atomos ou moléculas adsorvidas. A equacéo assume
que a quantidade adsorvida tende a infinito, levando a formagao de multicamadas de

moléculas adsorvidas. A Equacgao 2 descreve matematicamente esta isoterma:
q*=KexC*" (2)
Onde Kré a constante da isoterma de Freundlich e n € um indice desta isoterma.
O valor de n representa o grau de heterogeneidade da superficie, n > 1 quando
a isotérma é favoravel e n < 1 no caso de isotérma desfavoravel. A isotérma de
Freundlich apresenta a desvantagem de ajustar bem os dados experimentais
somente numa faixa estreita de concentragdes de soluto (DUTTA; BORAH; DUTTA,

2004).

A isoterma de adsorcao linear € o modelo mais simples de isoterma. Esta

descreve o equilibrio de adsorgao linear segunda a equacéo abaixo:

q*=K xC* 3)

onde, K; é a constante da isoterma.
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Esse modelo apresenta a vantagem de descrever um conjunto de dados de
adsorcao em fungdo de um unico parametro, K. Porém, raramente se ajusta para
grandes variagdes de concentragcdo. Portanto, ndo se devem fazer extrapolagbes
utilizando este modelo (DUTTA; BORAH; DUTTA, 2004).

2.3.4 Cromatografia de exclusao molecular

A cromatografia de exclusdo molecular ou gel de filtragdo (GF) € um método
para a separacao de proteinas e peptideos com base no seu tamanho. A matriz de
cromatografia é constituida de particulas porosas, e o tamanho dos poros da
particula define o tamanho das proteinas que podem ser separadas (PESSOA;
KILIKIAN, 2005).

O principio basico do método é a particdo entre as moléculas de diferentes
tamanhos, entre uma fase estacionaria inerte com porosidade definida e uma fase
movel. Proteinas pequenas tendem a entrar nos poros da fase estacionaria,
proteinas maiores ndo entram nos poros e acabam encontrando um menor volume
para atravessar a coluna. Por isso, sdo as primeiras a sair da coluna. Uma vez que
nenhuma ligagdo com a matriz € necessaria e condi¢des rigorosas de eluicdo podem
ser evitadas, a filtragcdo em gel raramente inativa as enzimas.

Os fatores experimentais que determinam a resolugcdo nesse tipo de
cromatografia sdo fluxo e volume de amostra. O volume de amostra é expresso
como porcentagem do volume total; volumes menores de amostra ajudam a evitar a
sobreposigcao de picos de eluigao.

Para fracionamento de alta resolugdo, recomenda-se volume de amostra a
partir de 0,5% a 4% do volume total da coluna. Para a maioria das aplicagcdes, o
volume da amostra ndo deve exceder 2% para alcangar a maxima resolucéao.
Dependendo das caracteristicas da amostra a ser separada, pode ser possivel
aplicar volumes maiores, especialmente se os picos de interesse estdo bem
resolvidos, este fator pode ser determinado experimentalmente (GE Hand Book,
2001).
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2.3.5 Purificagao de PGA

A purificacdo de PGA tem sido extensivamente estuda. Como a aplicacdo da
enzima pode ser realizada em diversas areas, o grau de purificagdo exigido para
cada caso pode variar significativamente. Em geral procura-se empregar o menor
numero de etapas possiveis para que o processo seja simples, eficiente e custo-
efetivo.

Entre as PGAs, a enzima de E. coli € a mais estudada. Na literatura séo
encontradas diversas estratégias para purifica-la. Técnicas como precipitagao
(BALASHINGAM et al., 1972), sistema aquoso bifasico (AGUILAR et al., 2006),
adsorc¢ao hidrofébica (ZHOU et al., 2007), adsorgédo de pseudo-afinidade (FITTON et
al., 2001), adsorcao de troca idnica (AGUILAR et al., 2006; BALASHINGAM et al.,
1972; ORR et al., 2013; PINOTTI et al., 2009) ja foram utilizadas para purificar a
PGA de E. coli. O procedimento mais estudado para purificar PGA de E. coli envolve
pelo menos uma etapa de adsorcao de troca anibnica, porém, somente um trabalho
do grupo do DEQ/UFSCar (PINOTTI et al., 2009) e um trabalho de Zhou e
colaboradores, 2008, reportaram a adsorgéo de troca catidnica. Contudo, estratégias
nao convencionais de purificacdo como adsorcao e imobilizacdo da enzima em uma
Unica etapa e integracao de processos podem ser alternativas, pois do ponto de
vista operacional € interessante reduzir ao maximo o numero de etapas de
purificagao.

A purificagcdo da PGA de B. megaterium € menos explorada. Somente dois
trabalhos reportaram a purificagcdo da enzima de B. megeterium expressa no proprio
B. megaterium (PINOTTI et al. 2009; SHENTHILVEL; PAI, 1996). Kang e
colaboradores 1991, e Yang et al. (2001), estudaram a purificagdo de PGA de B.
megaterium expresso em B. subitilis e obtiveram 6timo resultado de purificagado
utilizando um passo de adsorcao hidrofobica combinada com uma etapa de
adsorgao anibdnica.

Pinotti e colaboradores, 2009, avaliaram a recuperacao de PGA produzida por
E. coli e B. megaterium através de adsorcdo em resina de troca catidnica
STREAMLINE SP XL®. A adsorcdo de PGA em leito expandido (ALE) foi comparada
com o leito fixo. A PGA foi recuperada diretamente a partir do clarifcado de E. coli,

homogeneizados E. coli, e clarificados de B. megaterium através de ALE. Os
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rendimentos globais de recuperacao de 91, 55 e 7,4% e os fatores de purificagéo de
45, 7,5 e 12,7 vezes foram atingidos, respectivamente. Foi constatado que a
adsorcdo em ALE é pouco eficiente em recuperacdo da enzima quando comparada
com a adsorgao em leito fixo, fato que pode ser explicado pela grande competicao
entre as enzimas e os debris celulares. Os trabalhos em discusséo estao listados na
Tabela 2.2.



Tabela 2.2- Exemplos de estudos com purificacdo de PGA encontrados na literatura.

Microrganismo Técnica utilizada Ai Af F.P. R Método REFERENCIA

E. coli Adsorgdo de troca cationicaem | 5, 1,68 4,5 95 PDAB | PINOTTI et al., 2009
leito fixo de clarificado

B. megaterium Adsorcdo de troca cationicaem |, 5 2,66 125 | 7,5 PDAB | PINOTTI et al., 2009
leito expandido de clarificado
Precipitacdo com sulfato de

E. coli amoénio, didlise, adsorgdo 0,093 6,35 68,3 25 PDAB 53'7';\SHINGAM etal,
aniodnica

E. coli Sistema aquoso bifasico 5,1 17,8 3,5 97 PDAB | AGUILAR et al., 2006
PEG/citrato

B. megaterium Adsorgdo hidrofébica, adsorcao 1,8 11,3 | 61,8 | 54 PDAB | KANG et al., 1991
aniodnica, gel de filtracdo
Ultrafiltragdo, precipitagdo com

B. megaterium sulfato de aménio, gel de 0,4 2,6 6,5 15 PDAB SHENTHILVEL; PAI, 1996
filtracdo

P. chrysogenum Adsorg¢ao pseudo-afinidade 0,012 0,121 10,1 90 NIPAB KECILI et al., 2006

P. Purpurogenum Adsorcao pseudo-afinidade 0,062 0,22 3,55 89 NIPAB KECILI et al., 2006

B. megaterium Adsorgdo iGnica, adsorcao 1,56 45 288 | 85 NIPAB | YANG et al., 2001
hidrofdbica

Providencia rettgeri | Didlise, adsor¢do anidnica 18 42,9 2,38 98 NIPAB SENEROVIC et al., 2005

Alcaligenes faecalis | A9°°re30 hidrofonica, dilise, 0,051 2,11 413 | 577 | NIPAB | ZzHOU etal, 2008
adsorgdo anionica

E. coli extracelular Adsorcdo ani6nica 1,05 1,32 1,2 97 PDAB ORR et al., 2013

E. coli extracelular Ultrafiltragdo, adsorgdo anionica 1,05 16,3 15,5 98 PDAB ORR et al., 2013

da atividade enzimatica em %, Método = Método da leitura da atividade enzimatica.

Ai e Af =Atividade especifica inicial e final respectivamente (U/mg), F.P. = Fator de purificagdo (Ai/Af), R = Recuperacéo
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Novas técnicas envolvendo a integracdo de processos de recuperagcédo e
purificacdo em apenas uma etapa foram investigadas e utilizadas com sucesso em
varias proteinas. Uma dessas estratégias € purificar PGA utilizando adsorgéao por
afinidade e pseudo-afinidade (FITTON et al., 2001; KECILI et al., 2006;
KHEIROLOMOOM et al., 2001). No entanto, quando sao utilizados homogenatos
(enzima nao clarificada), a adsorcao por afinidade tem geralmente pouco sucesso na
purificacdo da enzima. A principal razao para essa falta de sucesso é devido a uma
baixa atividade especifica de solugdes enzimaticas e altas concentracbes de
impurezas, principalmente de outras proteinas resultantes do rompimento celular.

Como a PGA é utilizada industrialmente na forma imobilizada, trabalhos
recentes tem relatado a estratégia de realizar a purificagdo e a imobilizagdo da
enzima em uma unica etapa (CHEN et al., 2007; CHEN, et al., 2011). Em um desses
estudos, Chen e colaboradores, 2007, estudaram uma membrana bifuncional
contendo grupos epoxi e ions de cobre imobilizados em acido iminodiacético (IDA),
desenvolvida para estudar o efeito sobre purificacdo e imobilizagdo simultadnea da
PGA. Primeiramente a enzima foi adsorvida idbnicamente pelos ions cobre, e a
posteriori, foi imobilizada através de ligagdo covalente com os grupos epoxi da
matriz em condigdo alcalina de pH 10, para formacdo das bases de shiff. A
purificacdo por afinidade com os ions cobres alcangou um fator de purificagcado de
4,26 vezes e 1,96 U/mg de atividade especifica. Além disso, o derivado apresentou
96% de atividade recuperada apds 26 reciclos de atividade durante dois meses.

A precipitagdo pode ser uma técnica atraente para concentrar e fracionar
proteinas. Em 2006 um estudo conduzido por Aguilar avaliou a precipitacédo seletiva
em sistema aquoso bifasico PEG/citrato de soédio. Para isso utilizou PEGs com
diferentes concentragdes e massas moleculares. Os dados foram confrontados com
0 processo tradicional de purificagdo, realizado por precipitagdo da enzima com
sulfato de amoénio e posterior troca anidnica. O sistema aquoso bifasico conseguiu
recuperou 97% da enzima e purificar 3,5 vezes, atingindo uma atividade especifica
de 20,3 U/mg, enquanto a purificagao tradicional por troca i6nica recuperou 45% da
enzima e purificou 5,7 vezes.

Yang e colaboradores, 2001, estudaram a purificagdo da PGA de Bacillus
megaterium expressa em Bacillus subtilis, partindo do caldo de fermentagédo com 40

U/mL e atividade especifica 1,56 U/mg, realizaram a purificacdo em dois passos.
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Primeiro realizaram a adsor¢do em oxido de aluminio (Al,O3) e posteriormente
realizaram uma cromatografia hidrofébica com fenil sepharose CL-4B. Obtiveram
uma atividade especifica de 45 U/mg correspondendo uma purificagdo de 29 vezes
€ a uma recuperacao de 85% da atividade total.

Zhou e colaboradores, 2008, estudaram a purificacdo de PGA através da
técnica high-throughput screening (HTS), um método de selecdo de diferentes
matrizes adsortivas em microplaca de 96 pocos, variando condi¢cdes de pH e forca
ibnica em cada matriz. Depois de encontrado a melhor condigao, Zhou et al. (2008)
puderam realizar um scale-up do processo em coluna para conferir se os parametros
eram os mesmos do microensaio, € obtiveram menos de 6% de diferenga no
comportamento. A purificagdo de PGA de Alcaligenes faecalis expressa em E. coli
por adsorgdo hidrofébica, seguida de troca anibnica, apresentou um fator de
purificacdo de 41,3 e uma recuperagao de 57,7%, produzindo uma solugéo
enzimatica com atividade especifica de 2,11 U/mg.

Orr e colaboradores, 2012a, conseguiram construir um clone de E. coli com
producado de PGA extracelular num nivel de 90% de enzima secretada. Com isso, foi
possivel realizar a purificacdo em uma unica etapa de adsorcédo aniénica utilizando
Q-Sepharose e compararem com a adsorgao adicionando uma etapa anterior de
ultrafiltracdo. O tratamento que utilizou o caldo bruto diretamente na troca ibnica,
obteve somente 1,3 de fator de purificagéo, ja utilizando o pré-tratamento excluindo
os pequenos peptideos foi possivel purificar a PGA 15,5 vezes atingindo uma
atingindo uma atividade especifica de 16 U/mg e iguais recuperagdes para os dois
tratamentos. Nesse caso, a adigdo da etapa de ultrafiltragdo € indispensavel para
obter uma purificagdo significativa, sendo que somente essa operacgao purificou 5
vezes o caldo de fermentacéo.

Num segundo trabalho Orr et al.,(2012b), com o mesmo clone de E. coli de
producdo extracelular, estudaram a filtragdo tangencial ligada a membrana
cromatografica de troca anidnica. No experimento a etapa de clarificacédo era
realizada por microfiltragdo tangencial que era diretamente ligada antes da
membrana de troca anidnica. Foi observado que realizando a etapa de adsorcao
ibnica com os oligopeptideos (sem prévia ultrafiltragado) a purificacdo da PGA era

muito baixa, ja realizando uma pré-purificacdo por diafiltragdo com membrana de
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3 kDa, foi possivel purificar a enzima 13 vezes e obter 100% de rendimento no
processo.

Shenthilvel et al.,(1996), e Kang et al.,(1991), realizaram a purificagdo de PGA
de Bacillus megaterium por adsorgdo em coluna com DEAE (troca anibnica),
seguida de gel de filtragdo utilizando sephadex G-100 e sephacryl S-200,
respectivamente. Os pesquisadores obtiveram boa recuperacdo na etapa de
exclusdo por tamanho, perdendo somente 3 e 7% de atividade enzimatica,

respectivamente.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos

e Agitador mecanico IKA® RW 20 digital

e Agitador orbital MA 830 Marconi

e Agitador orbital Innova® 44 New Brunswick

e Balanca Bio Precisa FA 2104N

e Banho Termostatico Nova Etica

e Bomba peristaltica Master Flex/LS

e Bomba peristaltica Bio Rad Tecno Pump

e Centrifuga Eppendorf 5810R

o Coletor de fragbes Bio Rad modelo 2120

e Coluna encamisada GE healthcare XK 16/20
e Coluna GE SR 25/45

e Concentradores Sartorius 50 kDa 15 mL

e Cuba de eletroforese GE gel box

e Espectrofotdmetro de luz UV/Visivel Pharmacia Biotec Ultrospec 2000
e Fonte Bio Rad Power Pac 1000

e Purificador de agua Milli-g Millipore

o Holder Milipore Pellicon™ XX42PMINI

¢ pHmetro Qualxtron QX 1500

e Membrana Milipore PVA 50 kDa de 1m?
e Sonicador Sonics Vibra Cell

e Ultra freezer Forma Scientific
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3.1.2 Reagentes e materiais

PGA comercial de E. coli, reativo de Bradford, 6-nitro-3-fenilacetamida de acido
benzoico (NIPAB) e albumina de soro bovino padrdao (BSA) foram adquiridos da
Sigma Chemical (St. Lowis, EUA). Também foram utilizados: marcador de massa
molecular see blue 2 (Invitrogen), concentrador Vivaspin 20 de 50 kDa (Sartorius),
Immobead IB-C435 (Chiral Vision), STREAMLINE DEAE XL®, STREAMLINE Q XL®,
STREAMLINE SP XL®, Superdex 200 prep. Grad. e poliacrilamida da GE Healtcare.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico de diferentes marcas.

3.1.3 Fonte de PGA intracelular: Escherichia coli

As suspensoes de células de Escherichia coli BL21 (DE3), foram doadas pelo
Laboratério de Bioquimica do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFSCar. O
plasmideo pT101/D-TOPO com o gene pac, produtor de PGA (ABIAN et al.,2003;
MONTES et al, 2007), foi gentilmente cedido pelo Laboratério de Biocatalise do ICP-
CSIC-Madri, Espanha. O processo de transformacéo de Escherichia coli foi realizado
no Laboratério de Engenharia Bioquimica do Departamento de Engenharia Quimica
da UFSCar. A biomassa utilizada na preparacdo das suspensodes foi produzida a
partir de cultivos de E. coli recombinante em auto indugao, em biorreator de 5 L,
contendo meio complexo com lactose como indutor e glicerol e glicose como fontes
de carbono (VELEZ, et al. 2011). Apds o término do cultivo, a biomassa foi separada
por centrifugacao a 18000 g por 30 minutos a 4°C e armazenada em ultra freezer a -

80°C. Os nutrientes utilizados nos cultivos estao listados na Tabela 3.1.



50

Tabela 3.1 - Composicdo do meio nutriente de E. coli utilizado no cultivo de auto indugcédo em
biorreator de 5L.

Meio de autoindugéao

Nutriente (g/L) Batelada g:Pulsos
Glicose 10.0 -

Glicerol 60.0 258.3

Lactose 20 130.0
Triptona 10.0 10.0
Extrato de levedura 5.0 5.0
MgS0O,4.7H,0O 0.5 0.5
KH2PO4 3.4 3.4
Naz;HPO4.12H,0 9.0 9.0
Naz;HPO4.12H,0 9.0 9.0
NH,4CI 2.7 2.7
NaxSO4 0.7 0.7

FONTE: VELEZ-tese, 2013.

3.1.4 Fonte de PGA extracelular: Bacillus megaterium

Neste estudo foi utilizada a seguinte construgdo para a produgdo de PGA
recombinante: vetor pSSBm110-pga49 transformada em B. megaterium PV361
(cepa doada pela professora Patricia Vary, Universidade de lllinois, EUA),
desenvolvido segundo Cueva et al. (2011). Os caldos utilizados no trabalho foram
produzidos por dois cultivos de batelada alimentada em biorreator de 5 litros. Os
dois cultivos continham os mesmos nutrientes, diferenciando-se apenas na fonte de
nitrogénio, sendo caldo sintético composto por cloreto de ambnio e o caldo complexo
por peptona (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 - Composicdo dos meios nutrientes utilizados nos cultivos de batelada
alimentada de B. megaterium em biorreator de 5L.

Componente Caldo sintético Caldo complexo
(g/L) (g/L)
MgCl,x6H,0 0,298 0,298
MnCl,x4H,0 0,0815 0,0815
FeSO4x7H,0 0,0123 0,0123
CaCl; 0,5 0,5
NH4CI 1,97 1,97
KoHPO, 0,23 0,23
H3BO3 2,01E-04 2,01E-04
CuSO, 2,19E-05 2,19E-05
ZnS0Oy 7,48E-06 7,48E-06
Na;MoOg4 3,54E-05 3,54E-05
CoCl, 6,91E-05 6,91E-05
KCI 6,038 6,038
NaCl 0,745 0,745
K2SOy 0,048 0,048
Glicerol 533 533
Xilose 133 133
Biotina 2,7 mg/L 2,7 m/L
Fonte de nitrogénio . 90
complexa
Tetraciclina 10 mg/L 10 mg/L

FONTE: VELEZ, 2013

3.2 Métodos

3.2.1 Métodos de analise

3.2.1.1 Analise da atividade enzimatica

Atividade da penicilina G acilase foi determinada utilizando a hidrdlise de 6-
nitro-3-fenilacetamida de acido benzoéico (NIPAB) através do método da velocidade
inicial. O ensaio foi realizado com 0,15 mM de NIPAB em 50 mM de tampéao fosfato
pH 7,5 a 37°C e sob agitacdo magnética. A atividade inicial de hidrdlise foi medida
de 1 em 1 segundo, acompanhando o aumento da absorbancia a 405 nm por 5

minutos. Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima
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necessaria para hidrolisar 1 pmol de substrato por minuto nas condigbes
especificas. A reagao foi realizada em espectrofotbmetro com controle de
temperatura e agitagéo.

O coeficiente de absorgdo molar do NIPAB (9,09 uM™" cm™) foi usado para
calcular a atividade enzimatica (Equacédo4). Uma unidade de atividade enzimatica é
definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a produ¢do de 1 umol de
acido-6-amino-nitrobenzdico (NABA) por minuto nas condi¢des experimentais

estabelecidas.

AE = (Abs/min). Viotal de reacso. FD
9,09 Venzima (4)

No qual:

Coeficiente de absorgao do NIPAB = 9,09/uM
Viotal de reagso = Volume da cubeta (1,5 mL)

Venzima = Volume da solugao enzimatica (0,05 mL)
FD = Fator de diluicado

AE = U/mL

3.2.1.2 Analise da concentragao de proteinas

O procedimento utilizado foi o método descrito por Bradford (1976). Em
eppendorfs, adicionou-se 1,5 mL do reativo comercial e 50 pyl da amostra. A amostra
foi diluida quando necessario, para que a concentragdo de proteina total nao
ultrapassasse a 500 mg/L. Amostra foi agitada em vortice, e deixada em repouso por
5 minutos. A leitura da absorbancia das amostras foi em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 595 nm. A concentracao de proteina foi calculada através
da comparacgao dos resultados com uma curva de calibragdo construida com BSA

conforme o protocolo de diluicdo do fabricante.
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3.2.1.3 Eletroforese

Para monitorar o perfil proteico presente nas etapas do processo de purificagao
realizaram-se eletroforeses SDS-PAGE em diferentes amostras do caldo fermentado
e de cada operagao de bioseparacdo. Gel de poliacrilamida 12% foi utilizado.
Primeiramente, foi realizada uma pré-corrida de 12 min a 160 V, em seguida as
amostras foram aplicadas e foi realizada a corrida com uma corrente de 160 V por
60 min. A revelagao era realizada usando Coomassie Blue (WILSON et al., 1983) ou
nitrato de prata (BLUM et al., 1987).

3.2.2 Purificagao da PGA de E. coli

3.2.2.1 Preparo das suspensoes celulares para o rompimento.

Foram preparados tampdes de diferentes sais em concentragdes de 20 mM
para avaliar o desempenho na etapa de rompimento. A biomassa foi descongelada e
resuspendida em cada tampao na propor¢gdo 30 Qeglulas seca’l.. ApdS 0 rompimento foi
coletada uma amostra da suspensado rompida para analise de atividade enzimatica.
A suspensao foi centrifugada e o sobrenadante foi coletado para medir o pH e
atividade enzimatica.

O experimento foi conduzido com os tampdes citrato e acetato com intuito de
avaliar se o tampéao citrato, por conter 3 grupos ionizaveis, competia mais pela
resina comparado ao tampao acetato, que apresenta somente 1 grupo ionizavel.
Além destes, os tampdes fosfato e carbonato foram utilizados para avaliar condigao

de pH neutro e alcalino no rompimento. Os valores de pH foram:

e AcetatopH 4,5;5,0e 5,4

e CitratopH 4,5;5,0e 5,4

e FosfatopH 7,0; 7,5 € 8,0

e Carbonato pH 9,0; 10,0 e 11,0
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3.2.2.2 Rompimento da células: Sonicagao

A biomassa foi descongelada lentamente e resuspendida no tampéao
selecionado em cada experimento. O processo de sonicacido ocorreu pela aplicagao
de pulsos ultrassénicos durante 30 segundos e intervalos de 30 segundos,
completando um total de 12 minutos de ultrassom. Todo o processo foi realizado em
tubos falcon de 50 mL imersos em banho de gelo, para evitar a desnaturagéo
térmica da enzima (FONSECA; CABRAL, 2002).

A solugao apos o rompimento foi chamada de homogenato. O homogenato foi
centrifugado a 12000xg por 20 min a 4°C. A solucéo clarificada foi reservada para

ensaios posteriores.

3.2.2.3 Influéncia do pH na adsorg¢ao em sistema descontinuo

Foram utilizadas seringas de 5 mL com suporte de algodao para reter a resina
(STREAMLINE SP XL®), contendo 0,5 g de gel equilibrado com tamp3ao de
adsorcdo. Nesse processo aplicou-se um volume de 5 mL de clarificado, fez-se a
lavagem com 8 mL do tampao de adsorcéo e por fim, a eluicdo da enzima, 2 vezes,
utilizando 1,5 mL de tampdo de adsor¢cdo adicionado de 150 mM de NaCl. A
atividade enzimatica e concentracdo de proteinas totais foram medidas em cada

etapa (clarificado, lavagem e elui¢des).

3.2.2.4 Isotermas de adsorgao

Para obter as isotermas de adsorgcado, os ensaios foram realizados em tubos
falcon de 50 mL contendo 0,5 g de resina previamente equilibrados com tampé&o
citrato 20 mM pH 5,0. Uma aliquota de 10 mL de clarificado, com atividades entre
100-1500 U.L™" foi adicionada aos tubos. A adsorcdo ocorreu sob agitacdo orbital em
200 rpm, a 4°C e 22°C. Para assegurar que o equilibrio ja tinha sido atingido, os
ensaios foram realizados durante 2,5 h. As amostras foram coletadas com filtro de
40 um, e para os calculos de atividade e proteina adsorvida foram utilizadas as

Equacdes 5 e 6.
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Ads (UI) = (A — Aeg.)* V7 (5)

Ads (mg proteinas) = (Pg — Peq.)* Vr (6)

Onde: Ao (U/mL) e Py (mgpret/mL) s&o respectivamente a atividade e concentracao
de proteina total na solugdo protéica no inicio do processo. Aeq € Peq Sd0 as
concentragbes de enzima e de proteinas atingidas no equilibrio. V1 = Volume total
oferecido.

Com os dados obtidos no teste de adsorgéo, ajustou-se, com o auxilio do
software OriginPro 6.0, curvas de adsorgao baseadas na expressao da isoterma de

Langmuir (ajuste nao linear), apresentada na Equacgéo 7 (PORPINO, 2009):

g*=gm x C* (7)
K +C*

em que q* é a quantidade de atividade adsorvida no soélido (em U/g), gm é a
constante de Langmuir que fornece a capacidade maxima de adsorcao teorica na
monocamada (em U/g), K. é uma constante relacionada a energia de ligagdo da

enzima ao suporte e C* é a concentracdo de atividade no equilibrio (em U/ml).

3.2.2.5 Adsorgao em coluna de leito fixo

Uma coluna GE Healthcare XK 16/20 foi empacotada com 9 mL de gel
(STREAMLINE SP XL®). Inicialmente a resina foi equilibrada com o tamp3o de
adsorc¢ao (citrato 20 mM pH 5,0). Apds o equilibrio, foi aplicado o clarificado com um
vazado de 6 mL/mim, entdo a coluna foi lavada com tampao de adsor¢cdo a mesma
vazao. A etapa de elui¢ao foi realizada com o tampéao de eluicdo adicionado de 150
mM de NaCl e vazao de 3 mL/mim. Amostras foram coletadas ao longo do processo

para avaliar a concentracido de proteinas totais e atividade enzimatica.
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ApoOs a eluicdo, a regeneracao do adsorvente foi realizada na propria coluna
pela passagem abundante de agua destilada, solugdo de NaOH 0,5M/ NaCl 0,5M,

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

3.2.3 Purificagao de PGA de B. megaterium

A purificagdo da PGA de B. megaterium foi realizada a partir dos dois ultimos e
principais cultivos realizados pela Dr. Ana Maria Velez. O primeiro deles foi o cultivo
em meio sintético; sua purificagcdo esta representada de maneira global na Figura
3.1.

Figura 3.1 —Esquema da purificacao de PGA de B. megaterium recombinante cultivado em
meio sintético.

Caldo sintético bruto

|

Centrifugagdo [~ Células
Caldo ]'

clarificado

Ultrafiltracdo [~* Permeado

Caldo l
concentrado com

pH ajustado
Adsorgao de troca Adsorgdo de troca
catibnica anionica

Fonte: Propria elaboracgao.

O ultimo cultivo foi realizado em meio complexo (Tabela 3.2). A produgao da
enzima alcangou um nivel muito acima do esperado, portanto a estratégia de
purificacdo nesse caso foi diferente, troca ibnica foi substituida por gel de filtragcéo e
diafiltragdo, os procedimentos experimentais utilizados estéo ilustrados na Figura
3.2.
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Figura 3.2 -Esquema da purificagcdo de PGA de B. megaterium recombinante cultivado em
meio complexo.
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Fonte: Propria elaboragéao.

3.2.3.1 Clarificagao do caldo: Centrifugagao

Apods o final de cada cultivo, o caldo bruto foi centrifugado a 10000xg por 30
min a 4°C. Apo6s a clarificagcado o caldo foi armazenado em freezer a -20°C ou levado
diretamente para ultrafiltracdo tangencial em membrana de PVA com corte de 50
kDa.

3.2.3.2 Ultrafiltragao do caldo dos cultivos de alta densidade

Os caldos provindos dos cultivos de alta densidade foram ultrafiltrados em
membrana de PVA (1m?) com corte de 50 kDa, suportada em um holder de filtracdo
tangencial. A saida do retido foi estrangulada para forgar a passagem do permeado
e foi disposta para voltar a solugéao inicial, no intuito de concentrar o caldo. A vazéo
foi controlada para que a pressao transmembrana de entrada nao ultrapasse 1,0

Bar.



58

3.2.3.3 Preparacgao do suporte MANAE-AGAROSE

Suportes monoaminoetil-N-etil-agarose (MANAE-AGAROSE) foram preparados
por aminagao de glioxil-agarose, sendo este preparado por eterificacdo da agarose
com glicidol e posterior oxidagdo dos grupos gliceril com periodato de sdédio. Sob
agitacdo suave e em um banho de gelo, 105 g de agarose, previamente lavadas
com agua destilada, foram misturadas com 30 mL de agua destilada, 50 mL de
NaOH 1,7 N, contendo 1,425 g de borohidreto de sédio (previamente preparado a
frio), 36 mL de glicidol foram adicionados lentamente para evitar elevacdo da
temperatura. A suspensao formada foi agitada por 15 h. O suporte eterificado
(gliceril-agarose) foi lavado com agua destilada e seco por sucgao a vacuo. Em
seguida, 105 g do gel foi ressuspenso em 895 mL de agua (relagdo suporte
suspensao de 1:10) e periodato de sddio foi adicionado, 3,13 g para o suporte com
alta ativagao (80 umoles de grupos aldeidos por grama de gel) ou entdo 1,56 g para
0 suporte com baixa ativagdo (40 pmoles de grupos aldeidos por grama de gel).
Depois de 2h de agitagado suave na temperatura ambiente, o suporte glioxil-agarose
foi lavado com agua destilado e seco por sucgcdo a vacuo (TARDIOLI; ZANIN;
MORAES, 2006).

O suporte glioxil-agarose foi aminado com etilenodiamina, de acordo com o
método de Fernandez-Lafuente (1993). Para cada grama de suporte adicionou-se 4
mL de uma solugao de etilenodiamina 2 M, pH 10 (preparado previamente a frio) e
apos agitacdo suave por 2 h a temperatura ambiente adicionou-se 0,0571 g de
borohidreto de sddio e agitou-se por mais 2 h. O suporte MANAE-AGAROSE foi
lavado com tampéao acetato de sddio 100 mM, pH 4, para a remocao do borohidreto
residual, e tampé&o borato de so6dio 100 mM, pH 9,0, para desprotonar os grupos

aminos, e por fim, agua destilada em abundancia.

3.2.3.4 Influéncia do pH na adsor¢ao da enzima (caldo sintético)

Foram selecionados os melhores valores de pH para adsor¢gao em diferentes
resinas, catidnica fraca (IMMOBEAD IB-C435), catibnica forte (STREAMLINE SP
XL®), aniénicas fracas (MANAE-AGAROSE e STREAMLINE DEAE XL®) e anidnica
forte (STREAMLINE Q XL®).
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Os valores de pH de adsorcao foram definidos em relagdo ao pl da enzima,
em torno de 7. Para as resinas de troca catiénica o pH do caldo foi ajustado através
da diluicdo em tamp&o acetato (20mM) em pH 5; 5,5 e 6. Na troca aniénica foram
avaliados os pH 6,5; 7 e 7,5 em tampao fosfato (10mM) para MANAE-AGAROSE e
para as STREAMLINE Q e DEAE foram testados pH 7,5 e 8,5 em tampéao tris-HCI
(10mM). Apods o processo de ajuste do pH, 10 mL do caldo foram colocados em tubo
falcon contendo 0,5 g de resina previamente equilibradas com o respectivo tamp&o
de diluigdo. A adsorcao foi realizada com agitagao orbital em shaker a 100 rpm e

4°C. Foram retiradas amostras do sobrenadante até que o equilibrio fosse atingido.

3.2.3.5 Isotermas de adsorgao

Apds selecionar o melhor pH de adsorgdo para cada matriz, foi avaliada a
capacidade de adsorcao de cada resina. O caldo sintético foi diluido, com diferentes
atividades, na faixa de 50-5000 U.L". A adsorgao foi realizada em tubos falcons
contendo 0,5g de resina e 10 mL de cada diluigdo, com agitac&o orbital em shaker a
150 rpm e 4°C. Foram coletadas amostras até 1h de experimento para garantir o
equilibrio em cada adsorgao, e foram quantificadas atividades e proteinas totais nos
sobrenadantes. Para o ajuste da isoterma de Langmuir foi utilizado o Origin 6.0

conforme a Equacéo 9 contida no item 3.2.2.4.

3.2.3.6 Adsorcgao em coluna de leito fixo (caldo sintético)

Uma coluna GE 16/20 foi empacotada com 8 g de STREAMLINE Q para troca
aniénica e para troca catiénica 10 g de STREAMLINE SP. Para alimentagao do leito
fixo foi oferecida a carga maxima de atividade encontrada na isoterma de Langmuir,
a vazao utilizada foi 2 mL/min para todo processo. A eluicdo foi realizada com o
préprio tampéao de processo com diferentes forgas ibnicas, ajustadas com NaCl para
concentracodes finais de 50-1000 mM. Foram coletadas amostras a cada minuto para

quantificacado de atividade e proteina.
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3.2.3.7 Gel de filtragao (caldo complexo)

Com o caldo complexo foi realizada purificagdo em coluna de exclusao
molecular. Para esse processo, foi utilizada uma coluna GE SR 25/45 empacotada
com 140 mL de Sephadex 200 prep grad. Foi aplicado na coluna um volume de
clarificado de 3,5% do volume da coluna, e a eluicdo foi realizada com tampéo
fosfato 50 mM pH 7,5. A vazao foi de 1 mL/min do comecgo ao fim do processo.
Foram coletadas amostras de 1 mL até que néo fosse detectado atividade e proteina
na saida da coluna. Para deteccao de proteinas foi avaliada absorbancia a 280 nm,
comprimento de onda onde os aminoacidos com cadeia lateral aromatica absorvem

luz.

3.2.3.8 Diafiltragao (ultrafiltragcao do caldo complexo)

O caldo clarificado foi diafiltrado em tubos falcon contendo membrana de
ultrafiltragdo com corte de 50 kDa. Cada falcon recebeu 2,5 mL de enzima e foi
diafiltrado contra tampao fosfato 50 mM pH 7,5. A centrifugagéo foi realizada a 3000
g, a 4° C por 15 min de cada vez. Assim que acabava uma centrifugagédo novamente
era completado o volume do retido para 5 mL, coletado o permeado e repetia-se o

processo, até que nao fosse mais detectada proteina no permeado.
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4. RESULTADOS

4.1 Purificacao de PGA de E. coli

4.1.1 Influéncia do tampao e do pH no rompimento celular

Pinotti e colaboradores, 2009, realizaram um trabalho de purificagdo de PGA
de E. coli selvagem, utilizando uma unica etapa de adsor¢do em resina de troca
catidnica STREAMLINE SP XL®. Foi verificado pelos autores que quanto menor o pH
melhor € a adsor¢cdo da enzima, e que para valores de pH maiores que 5,0 a
capacidade de adsorcado diminui significativamente. Contudo, a maior dificuldade
nesse procedimento era ajustar o pH do clarificado no valor desejado para realizar a
adsorcao. Apesar da enzima se apresentar estavel em pH 4,8, o ajuste do pH
acarreta inativagdo da enzima, principalmente quando ajustado com &cido
concentrado, devido a grande queda do pH e calor localizado. Esse problema
motivou a busca de novas estratégias para o ajuste do pH do extrato enzimatico.
Planejou-se inicialmente, um experimento para estudar a influéncia do pH no
rompimento.

Sabendo-se que era necessario realizar a adsorcdo em pH proximo de 5,0,
tentou-se realizar o rompimento no menor pH possivel. No intuito de se verificar a
existéncia de competicdo entre grupos negativos do tampao e os da enzima pela
resina, foram testados os tampdes acetato e citrato, os quais possuem 1 e 3 grupos
ionizaveis respectivamente.

Nesse experimento, também foi necessario avaliar se a enzima sofria
desnaturagcédo no rompimento a pH acido. Para isso foi coletada uma amostra do
homogenato, sob agitagdo, logo apdés o rompimento. A atividade enzimatica foi
medida sob agitacdo magnética, para facilitar reagdo entre substrato e enzima,
mesmo que esta estivesse adsorvida em debris celulares. Dessa forma foi possivel
medir a atividade enzimatica do homogenato de maneira precisa.

Todas as suspensdes foram rompidas com as mesmas concentragcbes de
biomassa e o procedimento foi sempre realizado a 4°C para evitar desnaturagao da

enzima. Dessa forma, se o pH tivesse influéncia no rompimento das células ou na
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desnaturagcdo da enzima, as atividades dos homogenatos seriam diferentes. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Atividade de PGA medida no homogenato e no clarificado apds rompimento de
E. coli em ultrassom, em diferentes pHs e tampoes.

pH pH Homogenato Clarificado Recuperacéao
Tampéao | Inicial | Final (U/mL) (U/mL) (%)
4,5 5,0 2,83 £ 0,04 0,04 £ 0,01 1,26
5 5,4 2,90 £ 0,07 0,18 £ 0,01 5,56
Acetato 5,4 5,8 2,88 +£0,03 1,53 £ 0,07 52,80
4,5 4,9 2,88 £ 0,07 0,13 £ 0,01 4,71
5 5,4 2,99 +0,12 0,62 £ 0,03 22,35
Citrato 5,4 5,7 2,80+ 0,1 1,97 £ 0,04 71,88
7 7,1 2,88 + 0,07 2,75+ 0,04 96,07
7,5 7,4 2,88 £ 0,03 2,78 £ 0,03 99,18
Fosfato 8 7,9 2,88 £ 0,03 2,73 +£0,05 96,37
9 8,5 2,85+ 0,05 2,78 £ 0,05 97,50
10 9,5 2,81+0,1 2,81+ 0,07 100
Carbonato 11 10,5 2,74 £ 0,09 2,75+ 0,04 100

Homogenato = Suspensao celular apds o rompimento, Clarificado = sobrenadante do
homogenato, apos centrifugacao

Os resultados mostram que ndo ocorre desnaturacdo da enzima com o
rompimento em nenhum dos valores de pH ou tampao testado. Contudo, parece
ocorrer adsorgcdo idnica da enzima nos debris celulares, quando sdo usados os
tampdes citrato e acetato.

Esses dois tampdes tém pKas por volta de 4,7. Assim, menor o pH maior a
concentragcdo da forma nao ionizada e menor a da forma ionizada. Isso explica o
aumento da atividade enzimatica no clarificado com o aumento do pH para os dois
tampdes. A medida que o pH aumenta, ocorre aumento da concentragdo das formas
desprotonadas dos acidos acético e citrico, que passam a interagir com a enzima, o
que permite que mais moléculas desta fiquem no clarificado. Uma vez que o ponto
isoelétrico de PGA de E. coli é 6,9, a enzima devera entdo, portanto, estar carregada

positivamente a pHs abaixo desse valor, menor o pH, maior a carga positiva da
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enzima. Por outro lado, a maioria dos debris celulares tém carga negativa
(fosfolipideos, RNAs, etc.). Assim, menor o pH, maior a carga positiva da enzima e
menor a capacidade do tampéo de interagir com a enzima, facilitando sua adsorgao
nos debris. O aumento do pH aumenta a concentragao da forma ionizada dos acidos
e desloca a enzima dos debris para o meio. Acido citrico tem trés grupos ionizaveis,
com pk;=3,15. Assim, mesmo no menor pH testado (4,5), esse meio ja possui uma
carga negativa que compete com os debris pela enzima, o que explica os melhores
resultados de atividade obtidos no clarificado com esse tampao, para pHs até um
pouco menores que os testados para tampéao acetato, sendo que o pK do acetato é
muito proximo do pK; do citrato.

Os tampdes fosfato e carbonato foram testados a pHs acima de 7,0. Nessa
faixa, a enzima se encontra com carga global negativa, situagdo onde ndo sera mais
atraida pelos debris celulares. Concordantemente, ndo se observa qualquer
influéncia do pH na atividade enzimatica presente nos clarificados, além disso, foi
possivel encontrar a atividade perdida na clarificacdo com tampdes acidos através
da resuspender o pellet da centrifugagdo dos tratamentos acidos e assim recuperar
a atividade perdida na clarificagao.

A partir dos rompimentos realizados em valores de pH alcalinos foi possivel
observar que a recuperacao da enzima no clarificado € total, confirmando a hipotese
anteriormente discutida, de que o problema estaria no ajuste de pH. O problema da
adsor¢cao nos debris ja havia sido observado por Pinotti et al., 2009, quando
compararam os resultados da adsorcao catibnica de PGA de E. coli em leito
expandido do homogenato e do clarificado. Observaram entdo menor capacidade de
adsorcao da enzima para o homogenato que para o clarificado, o que justificaram
por uma possivel competicdo dos debris celulares. Os resultados aqui apresentados
confirmam essa hipoétese.

Uma alternativa para preparar a enzima para a adsor¢cdo € trabalhar com
rompimentos em valores de pH com boa recuperagao da enzima no clarificado, e
encontrar um método para acertar o pH sem que seja adicionado acido concentrado,
evitando a reducgao localizada de pH. Além disso, € possivel trabalhar com um
clarificado de pH alcalino e partir para adsorg¢ao de troca anibnica, evitando a etapa

de ajuste do pH.
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4.1.2 Selegio do pH para adsorgdo em STREAMLINE SP XL®

Verificou-se, portanto, que para n&ao ocorrer perdas da enzima por adsor¢ao em
debris o rompimento pode ser realizado a valores de pH acima do ponto isoelétrico
da enzima ou acima de 5,4, tendo-se em conta o ponto isoelétrico da enzima para
evitar precipitagdo desta. A seguir, centrifuga-se o homogenato e concentra-se o
clarificado por ultrafiltracido. Este é entdo diluido em tamp&o concentrado no pH
desejado, na proporgao calculada para se atingir o pH e molaridade desejada para
para testar a adsor¢cdo. Conforme ja estudado por Pinotti e colaboradores, 2009,
menor o pH maior a capacidade de adsorgao da resina cationica.

Foram testados tampdo acetato e citrato. O tratamento com acetato foi
descartado, pois no momento da diluicdo a solucio precipitava. A partir de entao, o
experimento foi conduzido somente com tampao citrato 20 mM o qual apresentou
boa estabilidade na diluigdo. Diluindo 3 vezes foi possivel se obterem solugdes
clarificadas de PGA a valores de pH 5,0 e 5,4, com mesma atividade enzimatica

inicial. Os resultados sdo mostrados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Influéncia do pH na adsorgdo de PGA de E. coli em STREAMLINE SP XL® &
4°C, eluicdo com 2 vezes de 1,5 ml (150 mM de NaCl).

q* (Ulg) | 9" (mglg) | n"*(%)| n="(%) [n"**(%) [PF 1| PF2

pHS5,0( 8,34+0,44 | 6,81 0,57 51,1 65,4 33,1 2,7 3,3

pHS5,4( 3,4+0,21 3,92 +£0,38 37,3 87,2 32,2 0,9 1,6
g™ = capacidade de adsorcdo de atividade; q"™" = capacidade de adsorcdo de

Ads Elu

proteinas totais; n™™ = rendimento de adsor¢éo de atividade; n=" = rendimento de eluigdo de
atividade; n"™° = rendimento global no processo; FP 1 = fator de purificacdo da primeira
eluicdo; FP 2 = fator de purificacdo da segunda eluicio.

Nessa faixa de pH estudada, os grupos sulfopropil (pKa~1,2) devem estar
todos desprotonados (negativos) e a enzima deve estar com alta carga positiva,
pois, praticamente, todos os grupos amino estao protonados. Conforme esperado,
os melhores resultados foram obtidos no menor pH, 5,0.

Uma diminui¢cdo ainda maior de pH aumentaria a concentracdo de residuos
aspartico e glutdmico protonados (neutros), com consequente aumento da carga
liquida positiva da enzima e da capacidade de adsor¢do na resina negativa. No
entanto, nao foi possivel se obter experimentalmente valores ainda menores de pH.

Passou-se assim a etapa de determinacdo da maxima capacidade de adsorgao da



65

resina e de sua afinidade pela enzima, através de ensaios de equilibrio realizados a
pH 5,0.

4.1.3 Isotermas de Langmuir

A adsorcdo € uma reagcdo exotérmica e se espera, portanto, que seja
favorecida em baixas temperaturas. Os ensaios de equilibrio foram, por isso,
realizados a 4°C e 22°C.

O modelo de Langmuir (PORPINO, 2009) foi ajustado aos dados
experimentais, usando o software Origin 6.0 (ver cap. 3.2.2.4). Os resultados dos
pontos experimentais, obtidos nas duas temperaturas em ftriplicata, sao ilustrados na
Figura 4.1, e os valores dos parametros estimados pelo ajuste do modelo de
Langmuir @ média dos pontos em cada temperatura estdo mostrados na Tabela 4.3.
Observa-se que foram estimados iguais valores para gm nas duas temperaturas, e
que os desvios-padrao dos valores estimados para as constantes K. sdo da mesma
ordem de grandeza da diferenga entre os valores estimados para esse parametro.
Os resultados indicam, portanto, que dentro da precisdao experimental com que
foram obtidos os dados, ndo ha influéncia da temperatura na adsorgao, na faixa de

temperatura estudada.

Figura 4.1 - Isotermas de adsor¢ao de PGA a pH 5,0 em STREAMLINE SP XL®.
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Tabela 4.3 - ParAmetros das isotermas de Langmuir para 4 e 22°C.

Temperatura KL (U/L) gm (U/Gresina) R?
4°C 1759+ 61,4 256 £ 3,5 0,91
22°C 194,5+70,9 25,15+ 3,7 0,91

Uma unidade de atividade de PGA de E. coli medida com NIPAB a 37°C
equivale 0,44 unidades através da hidrolise de penilicina G a 37°C (Vélez et al.,
2014). Pinotti et al. 2009, encontraram gm de 18 Upeng/MLresina para adsorgéo da
PGA de E. coli selvagem na mesma resina. Convertendo os resultados do presente
trabalho para base volumétrica (1 g = 1,5 mL), a capacidade maxima da resina é 17
Unipas/MLresing, que equivale a gm de 38 Upenc/MLresina- ESse resultado ja era
esperado, pois PGA de E. coli recombinante se apresenta mais pura inicialmente no

caldo clarificado. A etapa seguinte foi o estudo do sistema em coluna de leito fixo.

4.1.4 Adsorgao em coluna de leito fixo.

A alimentagado da coluna foi realizada a partir do clarificado com pH ajustado,
o0 mesmo utilizado para as isotermas (pH 5,0). A vazéo de alimentacéo foi 6 mL/min
e 2,5 mL/min para eluigado. O leito foi empacotado com 9 mL de resina STREAMLINE
SP XL® e volume de aplicagdo de 90 mL de clarificado com atividade 1300 U/L. Os
resultados est&o ilustrados na Figura 4.2.
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Figura 4.2 - Adsorcao de PGA de E. coli recombinante em coluna de leito fixo empacotada
com STREAMLINE SP XL®, a pH 5,0 e 22°C.
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A capacidade de adsorcdo da PGA no leito foi de 10,9 Unipas/MLiesina OU
atividade convertida 24,7 Upenc/MLesina- Pinotti et. al., 2009, obteve 6,4 Upenc/MLesina
para enzima de E. coli selvagem na mesma operacgao, capacidade de adsorgao 3,8
vezes menor, resultado proporcional a atividade especifica inicial das PGAs
comparadas. O rendimento de adsorgao foi de 74% e eluigdo 66%, gerando 48% de
recuperacao global, resultados inferiores aos encontrados por Pinotti et al. (2009),
que obteve um resultado de 75% de rendimento global. Contudo, alguns parametros
podem ser otimizados nessa operagao, tais como tempo de residéncia e aplicacao
de eluigao gradiente.

Eletroforese SDS-PAGE (Figura 4.3) revela o perfil de proteinas no
homogenato com 0,6 U/mg e no pico de eluigcdo da enzima com 5,2 U/mg. Apesar da
quantidade de proteinas no gel ndao estar padronizada, € possivel observar que o
F.P. de 8,6 vezes foi suficiente para remover a maioria das proteinas contaminantes,

restando poucas bandas de proteinas contaminantes.
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Figura 4.3 - Eletroforese SDS-PAGE (12%) das proteinas de E. coli, homogenato e pico de
eluicdo da coluna empacotada com STREAMLINE SP XL®.

1 2 3

Linha 1, Marcadores de tamanho molecular; linha 2, homogenato apds rompimento (10
u g de proteina); linha 3, pico de elui¢do da coluna 5,16 U/mg (5 « g de proteina).

4.2 Purificagdao de PGA de B. megaterium

Conforme ja comentado no Capitulo 1, a producédo de PGA por B. megaterium
selvagem foi estudada por varios anos no DEQ/UFSCar (NUCCI et al., 2007;
PINOTTI et al., 2000, 2002, 2007a, 2007b, 2009; SILVA et al., 2006, 2008; SOUZA
et al., 2005). Pinotti, 2003, estudou a concentragao/purificacdo da enzima por
ultra/diafiltracdo, mas os resultados foram sempre prejudicados pela baixa atividade
volumétrica da enzima produzida e grande concentracdo de proteinas
contaminantes provenientes do soro de queijo usado como substrato. Pinotti e
colaboradores, 2009, estudaram entdo de forma sistematica, a aplicacdo da técnica
de adsorgéo idnica para a purificagao de PGA, de modo comparativo, para a enzima
produzida de duas formas por microrganismos selvagens. Uma, secretada por B.
megaterium e, outra, produzida no espacgo periplamatico por E. coli.

Ha varios anos o grupo passou a estudar também a producdo da enzima por

microrganismo recombinante. Recentemente, esse estudo permitiu obtengao de um
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clone promissor de B. megaterium para producao de PGA. Além disso, técnicas de
algoritmo genético e selegdo de meios de cultivos possibilitaram um aumento
significativo na producdo da enzima. No melhor cultivo em shaker foi atingido
3,0 Ul/mL. Passou-se entdo a aplicacao da técnica de adsorcéo para PGA secretada
por microrganismo recombinante, portanto em meio distinto do utilizado por Pinotti e
col., 2009.

4.2.1 Ultrafiltragao dos caldos de alta densidade

Para B. megaterium selvagem, os resultados obtidos em camara rotativa
sempre eram melhores que os obtidos em reator (PINOTTI, 2003, SILVA, 2006).
Esperava-se assim uma atividade volumétrica igual ou inferior a essa no primeiro
cultivo realizado em bioreator. Programou-se, por isso, a concentragdo do caldo por
ultrafiltragdo. Surpreendentemente, contudo, obteve-se atividade final de 48 Ul/mL
no caldo complexo. Uma vez que ja estava programada, foi realizada a ultrafiltragdo
do caldo clarificado, obtido apds centrifugacdo. Os resultados da ultrafiltragdo dos

caldos clarificados estao ilustrados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 -Parametros do processo de ultrafiltragcdo dos cultivos de B. megaterium
recombinante para producdo de penicilina G acilase utilizando meio sintético e meio
complexo em holder com membrana de 50 kDa de PVA com 1 m*.

Volume | Atividade | Proteina | Aep

(L) (U/L) (mg/L) |(U/mg)| R% F.P. F.C.
INICIAL 2,50 3000,0 1265,8 2,37 - - -

Meio
RETIDO 0,55 12600,0 5050,0 2,50 | 92,4 | 1,05 | 4,54

Sintético
PERMEADO 1,95 300,0 160,0 1,88 | 7,80 | 0,79 -
INICIAL 2,30 48500,0 11000,0 | 4,41 - - -

Meio
RETIDO 1,00 104000,0 | 21300,0 | 4,88 | 94,2 | 1,10 | 2,30

Complexo
PERMEADO 1,30 7100,0 3200,0 2,22 | 8,20 | 0,50 -

Aesp = Atividade especifica (Unipa/Mmgprotena); R % = Atividade total no retido ou

permeado/Atividade inicial total; F.P. = Atividade especifica retida ou permeado/Atividade
especifica inicial; F.C. = Volume inicial/Volume de retido
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O processo de ultrafiltragao tangencial foi eficiente para concentragao do caldo,
com perdas menores que 8%. Para o meio complexo, a alta concentragdo de
proteinas (11 g/L) ndo permitiu o fator de concentragéo obtido para o caldo sintético.
O fator de purificacdo para os dois caldos de cultivo foram baixos, 1,1 e 1,05, para
sintético e complexo, respectivamente. Contudo, proteina foi quantificada pelo
método Bradford, que nao detecta pequenos peptideos (<5000 kDa), sendo que a
unica fonte de origem proteica utilizada como fonte de nitrogénio era peptona
(peptideos). Um maior fator de purificagdo ainda também poderia ser obtido com a
realizacao de uma diafiltragao.

Para o cultivo com caldo sintético a produtividade de PGA foi a esperada, o
cultivo em biorreator ndo apresentou diferencas de produtividade em relagdo ao
cultivo em frascos agitados. O préximo passo de purificagdo para este caldo foi o
estudo de adsorgao ibnica. Como a operacdo de adsor¢cdo € uma operacao de
concentracao e o caldo seria diluido novamente para alcancar o pH desejado, seria
dispensavel a operacao de ultrafiltragdo, porém operando como diafiltracédo é
possivel utilizar tal operagdo como uma maneira de pré-purificar e ajustar pH.
Apesar da caracteristica de concentracdo da operagao adsortiva, a ultrafiltragao
contribui para a concentragdo da enzima, gerando facilidades no processo de

adsorcdo como menores dimensdes de coluna e menores tempos de residéncia.

4.2.2 Influéncia do pH na adsorc¢ao de troca idnica (caldo sintético)

Foi verificada a influéncia do pH na adsorcao de troca iGnica, com as resinas:
STREAMLINE SP XL®, IMMOBEAD IB-C435 (troca cationica), MANAE-AGAROSE
40 e 80 pmol/gresina, STREAMLINE DEAE XL® e STREAMLINE Q XL® (troca
anibnica).

Conforme determinado por Pinotti et al, 2009, e confirmado neste trabalho,
menor o pH, melhor a adsorgdo de PGA de B. megaterium em STREAMLINE SP
XL®. Sabendo que o pKa do grupo sulfopropil € 1,2, qualquer pH acima de 2,0 é
viavel para que o grupo sulfopropil esteja desprotonado e possa fazer a troca
catiénica. Ja para a segunda matriz de adsorgao catiénica, a IMMOBEAD I|B-C435,
era preciso testar valores de pH mais elevados, pois 0 grupo trocador de cations, o

acido carboxilico, apresenta pKa por volta de 5,5 (Tabela 4.5).



71

Tabela 4.5 - Avaliacdo da influéncia do pH na adsor¢do de PGA de B. megaterium em
resina de troca catidnica a 20 mM de forga idnica em tampao acetato a 4°C.

H STREAMLINE SP XL® Immobead IB-C435
p
Aativ Aprot | (U/g)  (mg/g) | Aaiv  Aprot (U/g) (mg/g)
5 93,1 90 40,5 3,2 74,8 35 32,5 1,8
5,5 489 359 | 21,6 2,7 81 20,5 35,9 1,6
6 15 2,6 6,5 0,1 77 15,8 32,8 1,2

Aaiiv = Atividade adsorvida em %
Aprot = Proteinas totais adsorvidas em %
Atividade oferecida de 22 U/g

Para adsor¢ao em resina com grupo acido carboxilico, a faixa de pH estudado
nao mostrou grande influéncia na adsorgéo, porém em pH 5,5 apresentou pequeno
aumento. Como a resina Immobead tem pKa 5,5, abaixo desse pH a adsorcéao fica
desfavorecida em fungdo da pequeno grau de ionizagdo do suporte. Em
contrapartida, valores de pH mais altos se aproximariam do pl da enzima.

Para os ensaios de troca anidnica, foram preparados suportes MANAE-
AGAROSE com 40 e 80 pymoles de grupos amino por grama de suporte. Como esse
grupo amino apresenta pKa 6,7 (FERNANDEZ-LAFUENTE; et al., 1993), valores de
pH acima de 7,5 impossibilitam a troca aniénica, pois 0os grupos amino do suporte

ficam desprotonados. Os resultados da adsorc¢ao estéo ilustrados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Avaliacdo da influéncia do pH na adsor¢do de PGA de B. megaterium em
resina de troca catiénica a 10 mM de forga ibnica em tampao fosfato a 4°C.

H MANAE 40 MANAE 80
p
Aativ Aprot (U/g) (mg/g) Aativ Aprot (U/g) (mg/g)
6 1,9 7,3 0,8 0,4 5,2 17,1 2,1 1,3
7 4,1 5,0 1,9 0,3 5,5 5,0 2,3 0,3
7,5 6,8 2,4 3,1 0,1 10,0 2,4 4,4 0,1

Aaiv = Atividade adsorvida em %
Aprot = Proteinas totais adsorvidas em %
Atividade oferecida de 22 U/g

O grupo amino primario do MANAE-AGAROSE, apresentou melhor adsorgéo
da PGA em pH 7,5. O suporte com 80 pmoles de ativacdo apresentou pequena
vantagem na capacidade adsorgdo. A atividade cedida nesta adsor¢ao e na anterior
com resinas de troca catidnica foram as mesmas, entdo, € possivel comparar
diretamente as capacidades de adsor¢ao. A melhor capacidade de adsorg¢ao para o
suporte MANAE-AGAROSE foi de 4,4 U/g, enquanto que, no melhor modo de
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operacdo, STREAMLINE SP XL® apresentou uma adsorgao de 40,5 U/g, capacidade
da ordem de 9 vezes maior.

As adsorgdes em STREAMLINE Q XL® e STREAMLINE DEAE XL® foram
realizadas com os caldos sintéticos de cultivos em shaker, os quais apresentavam
baixa atividade volumétrica. Tal fato levou a uma menor oferta de atividade para
esses dois suportes. No entanto, com metade da atividade oferecida em relagao a
MANAE-AGAROSE, as resinas STREAMLINE de troca aniénica apresentaram maior
capacidade de adsorcdo da PGA. As duas resinas STREAMLINE de troca anibnica

nao apresentaram influéncia para a faixa de pH testada (Tabela 4.7).

Tabela 4.7 - Avaliacdo da influéncia do pH na adsorcdo de PGA de B. megaterium em
resina de troca catidnica a 10 mM de forga ibnica em tampéao Tris-HCI a 4°C.

' STREAMLINE Q XL’ STREAMLINE DEAE XL’
p

Aativ Aprot (U/g) (mg/g) Aativ Aprot (U/g) (mg/g)
7,5 17,9 52,6 | 43 2,1 18,8 47,4 45 1,8
8,5 19,5 529 | 44 1,9 21,2 47,1 4,8 1,6

Aaiiv = Atividade adsorvida em %
Aprot = Proteinas totais adsorvidas em %
Atividade oferecida de 12 U/g

Diferentemente da resina MANAE, que n&o adsorveu nem PGA, nem proteinas
contaminantes, as outras duas resinas anidnicas, curiosamente, nao adsorveram
PGA, mas adsorveram cerca de metade do total de proteinas. Uma vez que PGA
deve contribuir significativamente para os restantes 50% de proteinas que
permaneceram, € de se supor que essas duas resinas sejam interessantes para
retirar do meio as proteinas contaminantes. Decidiu-se, por isso, testar uma das
duas resinas em coluna de leito fixo. Foi selecionada para isso a resina
STREAMLINE Q XL®, pH 8,0.
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4.2.3 Isotermas de adsorgao (Caldo sintético)

Apos a etapa de selecdo de pH, ensaios de adsorcdo para a obtencao das
isotermas foram realizados com as seguintes resinas e valores de pH: STREAMLINE
SP XL® em pH 5,0 e IMMOBEAD IB-C435 em pH 5,5. As capacidades das resinas
trocadoras de anions foram medidas em relacdo a adsorgao de proteinas pois o
interesse neste tipo de troca era adsorver proteinas contaminantes.

Ensaios de adsorcdo foram realizados a partir do mesmo caldo sintético
clarificado. Para cada resina, o caldo foi diluido separadamente em seu respectivo
tampéo e seguiu para adsorcdo. As Figuras 4.4 e 4.5 apresentam as isotermas de
adsorcdo de atividade enzimatica e proteina, para troca catidbnica e anibnica

respectivamente.

Figura 4.4 — |soterma de adsor¢do de PGA utilizando caldo sintético clarificado a pH 5,0
para STREAMLINE SP XL®, e pH 5,5 para IMMOBEAD IB-C435, a 4°C.
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Figura 4.5 - Isoterma de adsorcéo de proteinas utilizando caldo sintético clarificado a pH 8,0
para STREAMLINE Q XL®e STREAMLINE DEAE XL®, a 4°C.
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As isotermas apresentaram bons ajustes ao modelo de Langmuir, com R?
superior a 95%. A troca catidnica apresentou capacidades de adsor¢ao (gm) de 76,6
e 91,5 U/g para STREAMLINE SP XL® e IMMOBEAD IB-C435. Para as isotermas de
proteina a troca aniénica apresentou boa capacidade de adsorg¢ao (qm) de 132,7 e
128,3 mg/g para STREAMLINE Q XL® e STREAMLINE DEAE XL®, respectivamente.

(Tab. 4.8). Passou-se a seguir para o estudo em coluna de leito fixo.

Tabela 4.8 - Parametros do ajuste da isoterma de Langmuir aos dados de adsor¢ao de PGA
a 25°C.

Matriz gm (U/g) K. (U/g) R?
STREAMLINE SP XL®, pH 5,0 76,58 + 6,62 294,68 + 95,5 95,73
IMMOBEAD IB-C435, pH 5,5 91,65+2,44 412,33 + 34,5 99,88
gm (mg/g) Ky (mg/g)
STREAMLINE Q XL, pH 8,0 132,75 + 10,01 0,46 £ 0,14 97,31

STREAMLINE DEAE XL, pH 8,0 | 128,29 + 7,40 0,93+0,16 99,10
gm = Capacidade maxima de adsorg¢ao
K. = Energia de ligagéo
R?= Ajuste do modelo (%)
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4.2.5 Adsorgao de troca idonica em coluna de leito fixo (Caldo sintético)

4.2.5.1 Adsorgao anidnica em STREAMLINE Q XL®

A primeira resina testada em coluna teve o comportamento esperado. PGA
teve passagem praticamente livre pela coluna, mas a maior parte das proteinas
contaminantes foi adsorvida nessa fase do processo. A Figura 4.6 mostra os
resultados obtidos.

Figura 4.6 - Grafico de concentracao da atividade e atividade especifica na saida da coluna,

em fungdo do volume do processo para adsorgdo de PGA de B megaterium em
STREAMLINE Q XL®.
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Parametros do processo: adsorcao realizada com 8g de gel (12 mL), aplicacédo de 20 mL
atividade 8,7 U/mL, lavagem de 10 mL com proéprio tampéo, eluidos com 10 mL em cada
forga iGnica e vazdo mantida para todo processo de 2 mL/min, 22°C e pH 8,0.

A atividade adsorvida nas condi¢cdes ensaiadas foi de 7,1 U/g. A recuperagao
total da enzima foi de 6,6% na fracao de eluicdo de 50 mM, onde ocorreu um pico de
eluicdo de atividade, com F.P. maximo de 1,95. Ja considerando o processo como
adsorcdo de contaminantes, a recuperacao da enzima na fracdo ndo adsorvida esta
proxima dos 70% com F.P. de 4 vezes, e ainda, garantindo a concentragao inicial da
enzima.
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4.2.4.2 Adsorgio cationica em STREAMLINE SP XL®

Para a adsorcdo em resina de troca catibnica optou-se por testar a
STREAMLINE SP XL®, assim é possivel comparar com os resultados publicados por
Pinotti, et al. 2009. Como no item anterior foi estabelecida a dialise prévia antes da
aplicagao do clarificado na coluna para a adsorcdo, se o resultado fosse ruim com
dialisado, testar o caldo direto na alimentagao da coluna seria dispensavel.

A diadlise se mostrou eficiente para acertar o pH da enzima sem desnaturacio;
foi possivel alcancar pH 4,9 nessa etapa. A isoterma de adsorgéo ja apontava
capacidade muito superior para a troca catiénica, resultado que ficou evidente apés
os experimentos em coluna. Apesar de nao ter sido aplicada a quantidade maxima
para a capacidade da resina, os resultados apresentados pela adsor¢ao da enzima
na matriz foram muito superiores ao modo anibnico.

A atividade oferecida para a matriz de adsorgéao foi de 41 U/g, o rendimento de
adsorcéo foi superior aos 90% e a recuperagao total da enzima no pico de elui¢ao foi
de 70%. Apesar dos bons rendimentos de recuperacdo da enzima na operagao, o
F.P. foi apenas 1,61 vezes. Com esse resultado é possivel concluir que nao é
possivel fazer uma eluicdo seletiva da enzima em relagdo as outras proteinas

presentes no caldo (Figura 4.7)
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Figura 4.7 - Gréfico de concentragéo da atividade e atividade especifica na saida da coluna,

em funcdo do volume do processo para adsorgdo de PGA de B megaterium em
STREAMLINE SP XL®, & 22°C, pH 5,0.
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Parametros do processo: adsorgao realizada com 10,6g de gel (16 mL), aplicagdo de 40 mL
atividade 10,4 U/mL, lavagem de 20 mL com proprio tampao, eluidos com 16 mL em cada
forga ibnica e vazao mantida para todo processo de 2 mL/min.

Através dos resultados dos dois processos em coluna, é possivel apontar para
0 processo de adsorgao negativa. A tabela 4.9 ilustra a comparagao entre os
métodos. Os resultados de recuperagdao para o processo de adsorgdo de
contaminantes no modo aniénico sdo similares ao rendimento da troca catidnica.
Assim, o primeiro processo se torna mais vantajoso, porque além de alcangar um

nivel de purificagao superior, a atividade volumétrica se mantem constante.

Tabela 4.9 - Comparacao dos parametros das operacdes de troca catibnica e anibnica.

Resina Aoter (U/g) | Ads (U/g) | Nads Nelu Re F.P.

Q (Eluido) 22,12 7,12 30 22 6,6 1,95
*Q (Negativo) 22,12 - - - 68 4,00
SP (Eluido) 41,13 37,8 92 75 70 1,61

*Q = Adsorcao negativa, enzima recuperada da alimentacao; Aqer = Atividade oferecida na
aplicagdo da amostra por massa de suporte; A,y = Atividade adsorvida por massa de
suporte; Nags = rendimento de adsorgéo em %; ne, = rendimento de eluigdo em %; Ry =
rendimento global em % (recuperag¢ao da enzima).
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A Figura 4.8 mostra de forma clara a diferenca entre os dois tratamentos. O gel
de eletroforese revela grande diferenga entre as purificagdes em cada processo. A
atividade especifica do purificado da troca anibnica atingiu 25 U/mg, enquanto o
purificado na eluicdo da troca catibnica alcangou somente 10,6 U/mg. A troca
catibnica acabou concentrando algumas proteinas contaminantes, a corrida das
proteinas em gel demonstra a baixa efetividade na separacdo entre enzimas e
proteinas contaminantes. Enquanto que para corrida da adsorgao negativa em troca

anidnica, observa-se uma enzima com alta pureza.

Figura 4.8 - Eletroforese SDS-PAGE (12%) das proteinas de B. megaterium, caldo
complexo, purificado da troca anibnica e purificado da troca catidnica.
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Linha 1: marcadores de massas moleculares, Linha 2: caldo complexo concentrado (20ug),
linhas 3 e 4: amostras 10 e 12 mL da troca anidnica (10ug), linhas 4 e 5: amostras 100 e 104
mL da troca catiénica (20ug)
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4.2.6 Gel de filtragao (caldo complexo)

Como de forma inesperada o ultimo cultivo em biorreator com meio complexo
produziu uma atividade de aproximadamente 50 U/mL, outras estratégias de
purificacdo ainda foram testadas com esse caldo. Uma boa alternativa de
bioseparacdao da enzima altamente concentrada no caldo é a separacdo por
tamanho em gel de filtracdo. A Figura 4.9 mostra o processo de exclusdao molecular

utilizando a resina Superdex 200 prep grad empacotada em uma coluna S 25/45.

Figura 4.9 - Gel de filtragdo do caldo complexo concentrado utilizando Superdex 200 prep
grad, a 22°C e pH 7,5 (50 mM fosfato de sodio).
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Parametros do processo: 140 mL de Superdex 200 Prep Grad, amostra de 5 mL (3,5%), 68
U/mL, vazao constante de 1 mL/min, amostragem de 1 mL.

Através da absorbancia a 280 nm ¢é possivel observar a formagao de 3 picos de
eluicdo, o primeiro pico no volume de 50 mL, o segundo grupo pico no volume de 75
mL, onde a PGA é eluida, e no terceiro e maior pico de eluicdo nao é possivel
detectar atividade enzimatica significativa.

O volume de enzima na alimentagao foi de 5 mL, o que corresponde a 3,5% do
volume total da coluna, considerado dentro da faixa recomendada para obter boa

resolucdo. A recuperacao da PGA no processo foi alta, mais de 93% de enzima
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recuperada, resultados equiparados aos encontrados na literatura (SHENTHILVEL,;
PAIl, 1996; KANG; HWANG; YOO, 1991). A enzima recuperada apresentou atividade
especifica de 13 U/mg (F.P. de 2,9 vezes) para todo o pico de eluigao.

4.2.7 Diafiltragao: ultrafiltragcao (Caldo complexo)

Foi realizado um experimento preliminar para avaliar a diafiltragcdo do caldo
complexo. Como ja é obtido um caldo com alta concentragcéo e nivel de pureza
relativamente alto, uma etapa simples de diafiltracdo seria ideal para realizar a etapa
de purificagdo em somente um passo antes do polimento ou formulagao final da

enzima.

O experimento foi realizado em tubos falcons concentradores com membrana
de corte de 50 kDa. Uma amostra de 2,5 mL de caldo complexo concentrado foi
adicionado ao concentrador com um volume completado para 5 mL com tampao
fosfato 50 mM pH 7,5. A centrifugacao foi realizada em 10 vezes de 15 minutos,
sempre completando a amostra com 2,5 mL de tampdo. Os resultados estédo

ilustrados na tabela 4.10.

Tabela 4.10 - Diafiltragcdo do caldo complexo concentrado em falcon com membrana de
50 kDa.

Avotal (V) Piotal (M) | Aesp (U/mg) Recuperagdo (%)
Inicial 220 32,3 6,81 -
Concentrado 175 20,4 8,58 80
Permeado 2,3 3,9 0,59 1

Embora a recuperacédo da enzima tenha sido de 80%, o F.P. foi de apenas 1,25
vezes. O experimento ndo apresentou o comportamento esperado; praticamente nao
houve purificagdo da enzima. Esse comportamento pode ser devido a polarizagao
das membranas por contaminantes, pois pelo balango de massa de proteinas,
constatou-se uma perda de 20 % da proteina total no processo.

No entanto, a operacao de ultrafiltracdo deve ser realizada novamente com
membranas novas, e testar solugbes de diafiltracdo que sejam capazes de

estabilizar a estrutura da proteina, como agucares ou polimeros. O gel de
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eletroforese  SDS-PAGE (Figura 4.10) apresenta os resultados obtidos com
purificagdo da enzima produzida no caldo complexo, utilizando gel de filtragéo
(exclusao molecular) e diafiltragdo. Pode-se observar que n&o ocorreu purificagao
expressiva na diafiltracdo. A exclusdo molecular, contudo, foi um pouco melhor,

atingindo 13 U/mg, com um fator de purificacdo de 2,9 vezes.

Figura 4.10 - Gel de eletroforese SDS-PAGE do caldo concentrado complexo, o purificado
do gel de filtrac&o e o diafiltrado.

188

Linha 1, marcadores de massas moleculares; linha 2, caldo concentrado (20 pg); linhas 3 e
4, picos de elui¢ao do gel de filtracao (20 ug); linhas 5 e 6, duplicata do diafiltrado (20 ug)

4.2.8 PGA de E. coli comercial

PGA comercial de E. coli (Sigma) foi testada nas mesmas condi¢gdes de
trabalho para medida de atividade e concentracdo de proteinas. A enzima foi
analisada num gel de eletroforese juntamente com a enzima purificada na troca
anibnica (Figura 4.11). A enzima comercial de E. coli apresentou uma atividade de
250 U/mL com uma atividade especifica de 2 U/mg. O grupo da UFSCar obteve 48
U/mL nos cultivos de B. megaterium, e, neste trabalho, se chegou a 100 U/mL, ja
com atividade especifica no caldo de fermentagao de 4,5 U/mg. No melhor resultado

de purificagdo, se chegou a 25 U/mg, utilizando a adsorg¢ao negativa.



Figura 4.11 -Eletroforese SDS-PAGE da PGA comercial de E. coli (Sigma).

Linha 1, marcadores de massas moleculares. Linha 2, PGA comercial de E. coli
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5. CONCLUSAO

O primeiro desafio da purificacdo da PGA de E. coli era acertar o pH do
clarificado. Inicialmente foi realizado um experimento para verificar a viabilidade de
realizar o rompimento celular no pH desejado para a adsor¢édo. O rompimento em
valores de pH baixos, acarretam problemas na clarificacdo da enzima devido sua
desnaturagdo na forma nativa ou possivel adsor¢do da enzima em debris celulares.
Apds controlado o pH da solucdo enzimatica, foi testada a adsorcdo em resina de
troca catidnica STREAMLINE SP XL®, esta etapa apresentou resultados similares
aos ja encontrados pelo grupo com a enzima de E. coli selvagem e meio contendo
soro de queijo como fonte de nitrogénio.

A purificacdo estudada para PGA de E. coli, apresentou rendimento global de
48% na recuperagado da enzima, para uma purificacdo de 8,6 vezes. Contudo, o
rendimento da etapa de clarificagdo deve ser otimizado, realizando o rompimento a
pH neutro ou ligeiramente alcalino para obter maxima recuperagdo da enzima no
sobrenadante e avaliar outros métodos de concentragdo da enzima. Além disso, a
etapa cromatografica pode ser otimizada, realizando uma eluicdo gradiente. Outra
alternativa é testar novas matrizes de adsorcédo, anidnica ou hidrofébicas.

Para a PGA de B. megaterium houve mudangas na estratégia de purificagao,
de pouco concentrada e com muitas impurezas deparou-se com uma situagao
completamente diferente. Como os meios de cultivo complexo e sintético sao
diferentes em sua composicdo, pois no complexo contém fonte de nitrogénio
complexo, foram realizadas processos de purificagao distintos para cada meio.

Inicialmente esperava-se uma producdo de PGA menor de 3000 U/L para o
melhor cultivo (meio complexo), por isso ja haviam sido tragcadas metas para que
depois da clarificacdo, pudesse ser realizada uma etapa de concentragao da
enzima. Portanto, apds os cultivos, os caldos seguiram para clarificacdo e posterior
concentracdo. A etapa de concentracédo foi realizada por ultrafiltracdo, porém os
fatores de concentragdes foram baixos, 4,5 e 2,3 para meio sintético e complexo
respectivamente, isso se deve ao fato que o processo foi interrompido para evitar
maiores perdas de atividade enzimatica. Para os processos de adsorcao a etapa de
ultrafiltracdo poderia ser utilizada como diafiltracdo para acertar o pH final da

solucao enzimatica.
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Para o meio sintético, o qual apresenta somente sulfato de aménia como fonte
de nitrogénio, comecaram a ser estudados os processos de adsorgdao de troca
ibnica, tanto catiénica como anibnica. Para isso foram utilizados trocadores fracos e
fortes nos dois tipos de troca idnica, utilizando STREAMLINE SP XL® e IMMOBEAD
IB-C435 como trocadores catidnicos e STREAMLINE Q XL® e STREAMLINE DEAE
XL® como trocadores anidnicos. Além disso, foram sintetizados suportes MANAE-
AGAROSE com dois graus de ativagao para avaliar também a troca anibnica.

Na avaliagao de diferentes valores de pH para adsorgdo nas matrizes, ja era
possivel observar que a troca catidnica € muito mais eficiente que a adsorcao
anidnica, porém a troca anidnica adsorvia grande parte das demais proteinas, por
isso tornou-se interessante avaliar o processo de adsorgdo negativa. Os suportes
MANAE-AGAROSE apresentavam uma capacidade ainda menor quando
comparado as outras resinas de troca aniénica tanto para adsor¢cao de PGA quanto
para adsor¢cao de proteinas, por isso foram descartadas do estudo. Assim as
isotermas de atividade foram tracadas com as resinas STREAMLINE SP XL® e
IMMOBEAD IB-C435.

Para os ensaios de adsor¢do em coluna, foram utilizadas STREAMLINE Q XL®
(troca anidnica forte) e STREAMLINE SP XL® (troca catidnica forte). Quando a
adsorcao foi realizada em troca catidnica, a adsorcdo da enzima era quase total,
porém os resultados de purificacdo ndo eram bons. Para adsor¢cdo em troca anidnica
a PGA praticamente nao foi adsorvida logo no inicio da alimentagdo da coluna,
porém muitos contaminantes foram adsorvidos produzindo uma enzima 4 vezes
mais puras e com alta atividade especifica (25 U/mg). Sendo assim, a adsorgao
negativa utilizando troca anibnica tornou-se a opg¢do mais promissora para
purificagcao da enzima.

Como o cultivo em meio complexo em biorreator foi realizado somente no final
do trabalho e 0 mesmo apresentou atividade muito superior ao caldo sintético, a
estratégia de purificagcao foi diferente. O caldo complexo apresentou uma atividade
de 48000 U/L e como o caldo ja havia sido concentrado a mais de 100000 U/L, por
isso a estratégia foi levar este caldo para uma etapa de cromatografia de exclusao
molecular. Esta etapa de separacdo apresentou boa recuperacdo da enzima com

uma atividade especifica de 13 U/mg.
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Considerando o melhor cultivo (meio complexo), a estratégia de purificacdo
mais promissora seria testar a troca anidnica (adsor¢ao negativa) para avaliar a
possibilidade de adsorver a maioria dos contaminantes e ainda recuperar a enzima
de maneira eficiente e sem diluicbes. Também seria interessante o estudo mais
aprofundado da diafiltracdo contra solugcdes estabilizadoras para alcancar a
formulacao final da enzima.

Nesse momento, a enzima de B. megaterium se tornou mais vantajosa, em
apenas uma etapa de clarificagdo (centrifugagéo) e uma etapa de polimento (troca
idnica ou diafiltragédo) ja se obtém a enzima com o grau de pureza desejado. Ja para
enzima de E. coli, sao no minimo 4 etapas, clarificagdo, rompimento, clarificacao e
polimento, e ainda, o purificado final de E. coli esta praticamente no mesmo nivel de

pureza do caldo de B. megaterium.
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