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Este trabalho analisa a reprodutibilidade da producdo de L-asparaginase pela
bactéria Zymomonas mobilis em processos de fermentacdo em batelada. Para isto, é
realizada uma analise critica de todas as variaveis que podem exercer influéncia na
variabilidade do bioprocesso, como 0s equipamentos e materiais utilizados, condi¢6es
de operacdo e condigdo celular. Além disto, desenvolve-se também um modelo cinético
para descrever o processo de producdo de forma a otimizar a sintese de producdo da
enzima L-asparaginase. Os estudos de modelagem confirmaram a alta afinidade da
bactéria pelo substrato L-asparagina, como indicado pela constante cinética de
Michaellis-Menten. Mostra-se que a glicose e a peptona sdo as melhores fontes de
carbono e nitrogénio para a producdo da enzima. Estudos de permeabilizacdo e
eletroforese sdo apresentados para confirmar a liberacdo da enzima do periplasma da
célula. Os resultados experimentais observados mostram a ndo influéncia da agitacdo
sobre a producdo da enzima e corroboram a necessidade de um controle continuo da

qualidade de um bioprocesso.
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This work analyzes the reprodutibility of the L-asparaginase production by
Zymomonas mobilis in batch fermentation processes. First, a critical analysis is
performed for all process variables that can exert influence on the process variability,
such as the equipment and materials, process operation conditions and cell conditions.
Then experiments are performed and a kinetic model is developed to describe the
process operation, in order to allow the optimization of the L-asparaginase production.
Modeling studies show the high affinity of the bacteria for the L-asparagine substrate, as
indicated by the Michaelis-Menten equilibrium constant. Besides, it is shown that
glucose and peptone are the best carbon and nitrogen sources for enzyme production.
Permeabilization and electrophoresis studies confirm that the L-asparaginase is present
at the cell periplasm. Finally, experimental results indicate that the enzyme production
is not influenced by the agitation levels and that the continuous quality control is of

fundamental importance for guaranteeing the good performance of the bioprocess.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

A utilizagdo das enzimas como agentes terapéuticos data de periodo anterior a
Primeira Guerra Mundial. No entanto, ¢ nas ultimas décadas que seu uso tem despertado
maior interesse, em fun¢do dos muitos avangos alcangados na area de processos
biotecnoldgicos. Apesar da alta eficiéncia catalitica, do baixo custo, do baixo impacto
ambiental e da capacidade de ser usada em condigdes moderadas de temperatura e pH,
como medicamentos, a utilizacdo de enzimas para fins terap€uticos também apresenta
algumas desvantagens. As enzimas devem ser extensivamente purificadas para eliminar
materiais toxicos contaminantes (como as endotoxinas), sdo rapidamente degradadas no
corpo, t€m distribuicdo limitada no interior dos tecidos vivos por causa do tamanho da
molécula e sdo sempre imunogénicas. Como caso especifico, pode-se citar a enzima L-
asparaginase, que tem se transformado, nos ultimos 30 anos, em um importante agente
terapéutico para o tratamento de leucemia linfoblastica aguda (ALL - acute lymphoblastic
leukemia), principalmente em criangas, além de também poder ser usada no tratamento de
outras doencas leucémicas, como a doenca de Hodgkin, a leucemia mielomonocitica aguda,
o linfossarcoma e o melanossarcoma (Soares et al., 2002). Desde a década de 60 sabe-se
que algumas células leucémicas sdo deficientes em L-asparagina sintetase, ndo podendo
produzir quantidades suficientes do aminoacido essencial, L-asparagina, para a manuten¢ao
da viabilidade celular (Graham, 2003).

A enzima L-asparaginase foi isolada e caracterizada a partir de vdrios
microrganismos, incluindo muitas bactérias Gram-negativas, micobactérias (bactérias
aer6bias Gram-positivas, sem motilidade, acidorresistentes, comumente delgadas e
largamente distribuidas no solo e na dgua, incluindo formas causadoras da tuberculose e da
lepra), leveduras e fungos, bem como a partir de plantas e do plasma de certos vertebrados.
Consideravel atencdo tem sido dada a essa enzima desde que foi demonstrado por Broome
(1961) e Mashburn & Wrinston (1964) que a L-asparaginase de Escherichia coli possuia
atividade anti-tumoral. Desde entdo, um grande nimero de microrganismos tem sido alvo
de estudos que visam a produgdo de L-asparaginase. Algumas das asparaginases

microbianas possuem atividade antilinfoma em ratos (Escherichia coli, Serratia



marcescens e Erwinia carotovora) e outras nao (Bacillus coagulans, Fusarium tricinctum)
(Oliveira, 1998).

O microrganismo estudado no presente trabalho ¢ a bactéria Zymomonas mobilis. A
Zymomonas mobilis é uma bactéria anaerobia facultativa Gram-negativa, conhecida como
eficiente produtora de etanol a partir de glicose via rota metabdlica de Entner-Doudoroft,
em conjun¢do com as enzimas piruvato decarboxilase e alcool dehidrogenase (Sprenger,
1996). Foi originalmente descoberta em fermentagdes com seivas de plantas ricas em
aglicar, como a seiva do agave no México, e em palmas de vinho da Africa tropical ou no
melaco. O interesse em Zymomonas mobilis tem sido crescente nas tltimas décadas devido
ao seu potencial para a produgdo de etanol a partir da bactéria recombinante, fermentando
glicose produzida por hidrolise de hemicelulose e celulose e gerando uma conversdo em
etanol em torno de 96% (Lawford e Rousseau, 2003). Outras caracteristicas que chamam a
atencdo para este microrganismo sdo o baixo rendimento celular, a alta tolerancia ao
acucar, a resisténcia a altas concentragdes de etanol, a formag¢do de poucos produtos
secundarios e capacidade de utilizacao do caldo fermentado para o tratamento de doengas.
A bactéria tem sido amplamente estudada no Laboratorio de Bioprocessos do Programa de
Engenharia Quimica da COPPE visando a produgdo de substincias com alto valor
agregado, como o acido gliconico, sorbitol e GFOR (glicose-frutose oxidorredutase),
concomitantemente a produgdo de etanol (Alves, 1993; Wilberg, 1996; Ferraz, 1999;
Fonseca, 2003). Merece aqui destaque especial o trabalho de Pinheiro (2001), que iniciou
estudos de fermentagdo da bactéria Zymomonas mobilis visando a produgdo da enzima L-
asparaginase, utilizando meio sintético com L-asparagina como unica fonte de nitrogénio.

Em uma industria ou laboratorio de biotecnologia, além dos estudos voltados para o
desenvolvimento do processo de obtencdo do produto de interesse, um dos principais
objetivos € ter o processo operando de forma controlada e estdvel. Desta forma, torna-se
possivel produzir materiais e servigos de forma reprodutivel, com especificagcdes ¢ medidas
de desempenho bem definidas. Numa economia onde a competitividade ¢ acirrada e onde
as exigéncias sdo crescentes, reprodutibilidade e confiabilidade podem ser os fatores
decisivos para o sucesso de um produto. Por isso, hd& uma busca incessante pela
incorporagao de novas tecnologias de produtos, processos e servigos. Para os laboratorios

de andlise e desenvolvimento de processos, em particular, a necessidade de um controle



eficaz ¢ fator imprescindivel para minimizar e/ou eliminar as causas que geram o0s €rros nas
analises efetuadas.

A estatistica ¢ uma ferramenta importante quando se busca uma melhoria de produtos
e um melhor gerenciamento do negbcio. A estatistica se refere, especificamente, ao
conjunto de metodologias usadas para o controle, apresentacdo e analise de dados. A menos
que os dados sejam exatos, completos, efetivamente apresentados e corretamente
analisados, a andlise superficial dos mesmos pode ser perigosamente enganosa.

A realizacdo de analises sem rigor analitico pode gerar resultados imprecisos e
inexatos, o que, para uma industria, pode levar a prejuizos sérios, como perda de confianga
do consumidor, multas, retirada do produto do mercado e até a proibi¢ao da atividade de
comércio. Como exemplos, citam-se algumas noticias publicadas pelo Jornal Folha de Sao
Paulo, como o caso do anticoncepcional Microvlar, produzido pelo laboratorio
farmacéutico Schering, sem o principio ativo (1998); falhas em lotes da vacina Vaqta
contra hepatite A, fabricada pelo laboratorio Merck Sharp & Dhome, devido a problemas
no lacre das seringas (2002); evidéncias de crescimento microbiano em solugdo de cloreto
de sodio produzidas pelo laboratério Tayuyna Ltda e utilizadas para nebulizacdo, limpeza
de lentes de contato e de ferimentos (2003); a interdicdo dos laboratorios Wasser Farma
Ltda e Petrolabor Industria Farmacéutica Ltda por ndo atender as Boas Praticas de
Fabricacdo e Controle de Medicamentos (2003); a deteccdo de grandes quantidades de
cloreto de bario (14% em 100 g, quando o limite maximo ¢ 0,001%) no contraste para
exames de raios-X Celobar, fabricado pelo laboratorio Enika (2004), a existéncia de
bactérias no colirio produzido pelo laboratorio Lens Surgical, cegando pessoas (2004) e o
anestésico a base de lidocaina, fabricado pela farmécia de manipulacao Neoativa, com
menor concentragdo do principio ativo (7,26% do cloridrato de lidocaina ao invés de 10%
em cada 100 mL de substancia), levando a morte de pacientes (2005). Num laboratério, a
falta de rigor analitico pode levar, além de interpretagdes erradas, a necessidade de
numerosas repeticoes e avaliacdo desnecessaria das causas de variabilidade dos resultados
analiticos.

A qualidade dos resultados analiticos torna-se, assim, um fator essencial para
satisfazer as necessidades do cliente, atrair sua confianca e agregar valor a produtos e

processos, uma vez que o aumento da concorréncia e as exigéncias de qualidade tém gerado



significativas transformacdes em varios setores da economia. Certificacdo da qualidade de
produtos manufaturados, apoio a saude e seguranga e legislagdo ambiental sao algumas das
areas onde os resultados das anélises quimicas podem ser extremamente importantes.

A maior dificuldade para a realizagdo de uma boa medida analitica sempre surge nas
chamadas operagdes preliminares, como a amostragem, a estocagem, as medidas basicas de
massa e volume, a homogeneizagao, a dissolucao, a troca de solvente, as reagdes quimicas e
o transporte de amostras até o instrumento de analise (Valcéarcel e Cardenas, 2002). Estas
operacdes podem estar sujeitas a muitas perturbacdes e podem ser mecanicamente
complexas, requerendo um grande cuidado.

Alguns requisitos usados para o gerenciamento do sistema de qualidade num
laboratorio analitico incluem o Manual da Qualidade e as Boas Praticas de Laboratorio,
adicionados de bons procedimentos, como manutencdo, selecdo, limpeza e organizacao.
Estas praticas permitem a avaliagdo externa e conduzem, dentre outros elementos, na
condugdo dos Procedimentos Operacionais Padrao (POP), que sdo descricdes detalhadas de
operagoes especificas realizadas no laboratorio, incluindo desde a recepgao das amostras ao
arquivamento dos resultados de andlise (Doblhoff-Dier e Bliem, 1999). A andlise
interlaboratorial ¢ um outro método internacionalmente reconhecido como eficaz para a
manuten¢do do controle de qualidade, sendo uma ferramenta bastante util para a deteccao
de erros sistematicos (Quevauviller et al., 1999).

Garnick et al. (1988) citam que as caracteristicas diretamente relacionadas aos
controles de processos biotecnolégicos precisam ser avaliadas em detalhe, para que se
assegure a qualidade desses processos. Por exemplo, durante a produgdo de proteinas por
bactérias ¢ de fundamental importancia assegurar a estabilidade genética, as condi¢des de
cultivo, a taxa de crescimento, a consisténcia no produto formado e a auséncia de
contaminagdo microbiana.

Lindholm et al. (2003) citam que ndo existem recomendagdes suficientemente
detalhadas e abrangentes para os procedimentos analiticos usados em processos
biotecnoldgicos. O que ha sdo alguns trabalhos que lidam com questdes especificas de
quantificagdo associadas a processos particulares. A partir das normas de validacio
desenvolvidas pelo FDA (Food and Drug Administration) para os métodos analiticos ¢

tendo como exemplo a sintese enzimdtica de 9a-hidroxiprogesterona (90-OH-OS) em



Escherichia coli usando progesterona como substrato, os autores investigam a
aplicabilidade dessas normas no campo biotecnologico a partir da avaliagdo da seletividade,
linearidade de curvas de calibracdo, precisdo, exatiddo, sensibilidade, recuperacdo e
estabilidade do produto apds sua extragdo por CLAE (cromatografia liquida de alta
eficiéncia). Os autores sugerem que o coeficiente de variagdo (CV) obtido durante a
quantifica¢do de produtos farmacéuticos a partir de amostras biologicas seja inferior a 10%,
valor este inferior ao recomendado pelo FDA para métodos analiticos, cujo valor ¢ menor
ou igual a 15%.

Vé-se, portanto, que ha muito a fazer e discutir no campo de controle de qualidade
de processos biotecnologicos, em particular no que diz respeito ao desenvolvimento de
protocolos de avaliacdo de erros e variabilidade de produtos e processos.

Um dos objetivos do presente trabalho ¢ a minimizagdo e/ou eliminacdo das causas
que geram os erros nas andlises de um bioprocesso, visando o desenvolvimento de um
protocolo para o controle das fontes de erro. O ambiente onde este estudo é desenvolvido
inicia-se a partir da descoberta que Zymomonas mobilis sintetiza asparaginase,
determinando-se ao longo do trabalho as melhores condigdes de cultivo que levem a alta
producdo da enzima, com reprodutibilidade. As caracteristicas inovadoras deste trabalho
estdo, entdo, associadas ao estudo simultaneo da bactéria como produtora da enzima L-
asparaginase de alto valor terapéutico, a determinagdo das condi¢des do processo que a
levam a um maior producdo e a andlise das causas da variabilidade analitica.

Em func¢do da discussdo apresentada durante o desenvolvimento deste trabalho de
pesquisa, pretende-se alcangar os seguintes objetivos:

» Definir e padronizar metodologias analiticas para a quantificacio de L-
asparagina, aspartato, glicose e atividade de L-asparaginase;

» Avaliar as causas da eventual alta dispersdo dos resultados analiticos
realizados em condic¢des semelhantes;

» Estudar a cinética de produgdo de L-asparaginase com diferentes
concentragdes de constituintes de meio de cultivo e fontes de carbono e de
nitrogénio, visando a otimizacao de producdo da enzima,;

» ldentificar e quantificar os erros associados as diversas fontes de variacao,

garantindo o controle e a qualidade da mensuragao;



» Avaliar a repetitividade das medidas analiticas;

» Caracterizar a magnitude e importancia relativa dos erros a partir dos dados
obtidos nos experimentos e suas analises;

» Baseado nos resultados obtidos, propor um protocolo de controle de erros e
variabilidade de processos biotecnoldgicos, visando o adequado controle de
qualidade desses produtos e processos;

» Estudar estratégias de permeabilizagdio da enzima L-asparaginase de
Zymomonas mobilis, visando comprovar a presenca da enzima de acdo
antilinfoma;

» Repeticdo dos experimentos para confirmar a eficiéncia da padronizagao das
etapas e metodologias analiticas.

Este documento estd organizado da maneira descrita a seguir. No Capitulo 2 ¢
apresentada uma revisdo sobre o cancer, a enzima L-asparaginase, a bactéria Zymomonas
mobilis, a permeabilizacdo celular e eletroforese de proteinas, ¢ sobre o controle da
qualidade analitica no laboratério de biotecnologia e o uso de ferramentas estatisticas. No
Capitulo 3 apresenta-se uma descrigdo dos materiais € métodos de analise empregados no
cultivo da bactéria. No Capitulo 4, os resultados experimentais das fermentagdes, as
avaliagdes de reprodutibilidade dos ensaios, a avaliagdo das fontes de incerteza do
processo, as estratégias usadas para a otimiza¢ao da produgdo da enzima, a repeticdo dos
experimentos para avaliar a eficdcia da padronizacdo e o emprego de técnicas de
permeabilizacdo e eletroforese de proteinas, sdo apresentados e discutidos. No Capitulo 5
sdo apresentadas as conclusdes da tese de doutorado e sugestdes para trabalhos futuros. No

Capitulo 6 apresenta-se um protocolo de qualidade com base no estudo realizado.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - O Cancer

Cancer ou neoplasia ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que
tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos
e orgaos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo (metéastase). Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando
a formagdo de tumores (acimulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas. Por
outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de células
que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente
constituindo um risco de vida (www.inca.gov.br).

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do corpo.
Por exemplo, se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais como pele ou mucosas, ele ¢
denominado carcinoma. Se comeca em tecidos conjuntivos como o0sso, misculo ou
cartilagem, ¢ chamado de sarcoma. Os linfomas originam-se de células conhecidas
como linfocitos, encontradas em todo o organismo, particularmente nas glandulas
linfaticas e sangue. Sao divididos em Hodgkin e nao-Hodgkin, de acordo com o tipo de
célula afetada. De modo geral, os linfomas ndo-Hodgkin sdo o linfossarcoma e o
reticulossarcoma. A leucemia ¢ o tipo de cancer originado a partir de células da medula
Ossea, que produzem as células sanguineas brancas. Os mielomas sdo malignidades nas
células plasmaticas da medula 6ssea que produzem os anticorpos. Os melanomas, por
sua vez, originam-se das células da pele que produzem pigmentos, os melandcitos
(Almeida et al., 2005).

A quimioterapia antineoplasica ¢ uma das quatro armas terapéuticas usadas
contra o cancer; as outras sdo a cirurgia, a radioterapia e a imunoterapia (Silva, 1980).
Almeida et al. (2005) citam que, mais recentemente, tem-se¢ usado a terapia de
fotorradiacdo com derivados hematoporfirinicos (HTP). O tratamento se baseia no
emprego de substincias capazes de privar o organismo de determinados elementos
indispensaveis ao desenvolvimento normal do processo mitdtico. Tais substincias
afetam todas as células corporais, causando, entretanto, maior dano as células malignas
(Miller, 1982). Outra técnica quimioterapica no combate a tumores, aneurismas e
malformagdes artério-venosas (MAVs) é a embolizacdo vascular, que consiste na

injecdo de material finamente dividido na corrente sangiiinea, via cateter, em torno da



regido tumoral, de modo a obstruir mecanicamente os vasos sangiiineos que irrigam a
area lesionada. Desta maneira, tem-se a interrupcdo do fornecimento de nutrientes a
regido tumoral, que tende a diminuir, permitindo a recuperacdo do tecido apos um
intervalo de tempo (Kerber et al., 1978). Sobre esta técnica, cita-se o processo de sintese
de poli (4lcoo vinilico) e/ou poli (acetato de vinila), com morfologia esférica e estrutura
casca-nucleo, para utilizagdo em embolizag¢do vascular, desenvolvido no Laboratério de
Modelagem e Simulag¢do e Controle de Processos do Programa de Engenharia Quimica
da COPPE (Pinto et al., 2004).

Os medicamentos antineoplésicos sdo agrupados em varias categorias: agentes
alquilantes, antimetabolitos, alcaloides vegetais, antibidticos antitumorais, enzimas,
hormoénios e modificadores da resposta bioldgica. Freqlientemente, dois ou mais
medicamentos sdo usados em combinagdo, pois a base racional da quimioterapia
combinada ¢é utilizar medicamentos que atuam em diferentes partes dos processos
metabolicos da célula, aumentando, dessa forma, a probabilidade de destrui¢do de uma
maior quantidade de células cancerosas (Berkow et al., 2002).

O primeiro quimioterapico antineoplasico foi desenvolvido a partir do gas
mostarda, usado na Segunda Guerra Mundial como arma quimica. Apds a exposi¢ao de
soldados a este agente, observou-se que eles desenvolveram hipoplasia (inibicao do
desenvolvimento do 6rgdo) medular e linfoide, o que levou ao seu uso no tratamento
dos linfomas malignos. E um exemplo de agente alquilante, interferindo na molécula de
DNA, alterando sua estrutura ou fun¢do, de modo que ela ndo pode replicar, impedindo
a multiplicacao celular.

Nos casos mais favoraveis, com a quimioterapia atual, pode-se obter maior
expectativa de vida, tendo-se em diversos casos até cerca de 66% de pacientes livres do
cancer por mais de 10 anos (Almeida et al., 2005). A doenca de Hodgkin e muitos dos
linfomas ndo-Hodgkin sdo curados em cerca de 80% de criancas e adultos (Berkow et
al., 2002). Miiller e Boos (1998) citam que a L-asparaginase tem sido adotada como
agente coadjuvante em muitos protocolos de quimioterapia para o tratamento de
leucemia linfoéide aguda e linfomas nao-Hodgkin em particular. Na leucemia linféide
aguda, a introdugdo de asparaginase no protocolo de tratamentos pediatricos elevou a

taxa de sobrevivéncia em cerca de 70%, até mesmo em pacientes do grupo de risco.

2.2 - A Enzima L-Asparaginase
2.2.1 — Historico



A descoberta e desenvolvimento da enzima L-asparaginase (L-asparagina
amidohidrolase E.C. 3.5.1.1) como agente antineopldsico se iniciou em 1953, quando
Kidd observou a inibi¢do do crescimento de tumores induzidos em ratos e camundongos
depois do tratamento com soro de porquinhos da India (GPS - guinea pig serum), o que
nao ocorria com o soro de coelhos, de cavalo nem com soro humano (Graham, 2003;
Soares et al., 2002, Miiller e Boos, 1998). Entre 1958 ¢ 1962, Broome, comparando as
observacdes de Kidd com as observagdes feitas por Clementi em 1922 de que o soro de
porquinhos da India, e ndo o de outros mamiferos, ¢ uma fonte rica em L-asparaginase,
acabou por confirmar que a L-asparaginase era a fonte responsavel pela regressdo do
tumor (Graham, 2003). Mashburn e Wriston (1964) mostraram depois que a L-
asparaginase de E. coli altamente purificada possui boa atividade antitumoral, ao
contrario de um preparado de L-asparaginase de Bacillus coagulans, que nao inibe o
crescimento do tumor.

L-asparaginase hidrolisa o aminoacido L-asparagina para acido L-aspartico e
amonia, exaurindo rapidamente a mistura de extratos celulares de asparagina no corpo.
As células tumorais que respondem ao tratamento sdo provavelmente incapazes de
assegurar seu proprio fornecimento de asparagina, ja que a atividade de asparagina
sintetase (AS) ¢ inferior a das células normais, dependendo, assim, de uma
disponibilidade extracelular do aminoacido. Esta deficiéncia de asparagina interfere
rapidamente na sintese de proteinas, levando a uma inibi¢ao na sintese de DNA e RNA,
com conseqiiente deterioragdo da fungdo celular ¢ morte da célula (Graham, 2003;
Bushman et al, 2000, Miiller e Boos, 1998).

O mecanismo de acdo da enzima da fase Gl do ciclo celular ¢ ilustrado na
Figura 2.1. Nesta fase hd a preparacdo da célula para a multiplicagdo, com a produ¢ao
de constituintes celulares que serdo essenciais para a nova célula que serd gerada, além
da preparacao para a sintese de DNA, que ocorrera na fase S. Muitos farmacos eficazes
contra o cancer exercem sua agdo sobre as células que se encontram no ciclo celular, e
sdo denominados farmacos ciclo-celular especificos (CCS). Um destes ¢ a enzima L-
asparaginase, que atua pela diminui¢do catabdlica de asparagina sérica, assim como dos
niveis sangiiineos de glutamina. Nas células neoplésicas, isto provoca a inibicao da

sintese de proteinas, resultando no bloqueio da proliferagao celular.
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Figura 2.1 — Mecanismo de acdo da L-asparaginase (Miiller e Boos, 1998).

O fato de a asparaginase mostrar uma relativa especificidade pelo seu substrato
natural e também metabolisar glutamina tem sido associado a efeitos colaterais
desfavoraveis da terapia, como hepatoxicidade, hiperglicemia e hemorragia ou

trombose.

No tratamento das doencas malignas, a asparaginase ¢ administrada via
intramuscular ou intravenosa. As principais indicacdes terapéuticas da L-asparaginase
sdo o tratamento da doenga de Hodgkin, tratamento de leucemia linfocitica aguda,
principalmente em criangas, leucemia mielomonocitica aguda e tratamento de
linfossarcoma e melanossarcoma (Soares et al., 2002). A maior limitagdo do uso de L-
asparaginase ¢ a hipersensibilidade clinica a dosagem limite, desenvolvida em 3 a 78%
dos pacientes tratados com formas nativas da enzima. Administragdes repetitivas de L-
asparaginase podem causar sérios efeitos colaterais, como choque anafilatico, urticéria e
edema, bem como alergias brandas, nauseas, anorexia, anemia, entre outros. Tal fato se
deve a necessidade de se administrar altas doses da enzima (3000 a 9000 IU/kg/dia)
(Capizzi, 1993), uma vez que tanto a enzima bruta quanto a purificada possuem baixa
atividade catalitica. Algumas dessas complicagdes, entretanto, podem ser superadas com
a substitui¢ao de L-asparaginase de microrganismos de diferentes fontes bacterianas
(Miiller e Boos, 1998). Ainda assim, de acordo com o método terapéutico, t€ém sido
aplicadas algumas terapias combinadas a L-asparaginase com agentes quimioterapicos
como prednisona, vincristina, metotrexato, 6-mercaptopurina, citarabina e

ciclofosfamida, além da radioterapia.

Atualmente, a L-asparaginase de uso clinico utilizada ¢ disponivel em trés

preparacdes: duas formas nativas, purificadas a partir de fontes bacterianas, e uma
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forma modificada a partir de uma das preparagdes nativas. A L-asparaginase de E. coli
usada atualmente no Brasil é comercializada sob a denominagio Elspar®, fabricada nos
Estados Unidos pela Merck Sharp & Dohme (MSD) e distribuida pela Prodome. Uma
asparaginase sorologicamente distinta e de efeito terapéutico similar ¢ a Erwinase®,
produzida pela bactéria Erwinia caratovora, mais tarde denominada Erwinia
chrysanthemi. Uma terceira preparagdo, PEG-L-asparaginase (pegasparaginase), ¢ a
forma quimicamente modificada da enzima E. coli com polietilenoglicol (PEG). Um
medicamento denominado Oncaspar® foi proposto pela Enzon Pharmaceuticals e
aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1994, sendo disponivel
comercialmente pela Rhone-Poulenc Rorer. Tal medicamento resultou em uma enzima
menos imunogénica na indu¢do de anticorpos anti-asparaginase, com tempo de meia-
vida prolongado (5,7 dias ao invés de 1,2 dias observado para a enzima nativa) e
retencao da atividade enzimatica, com conseqiiente atividade antitumoral preservada. A
Tabela 2.1 apresenta as preparacdes de asparaginase de uso clinico aprovadas e
disponiveis comercialmente nos Estados Unidos (Lee et al., 1989; Kurtzberg, 2000;
Miiller e Boos, 1998).

A L-asparaginase foi isolada e caracterizada a partir de varios microrganismos,
incluindo muitas bactérias Gram-negativas, micobactérias, leveduras e fungos, bem
como a partir de plantas e do plasma de certos vertebrados. Contudo, nem todas as
enzimas tém apresentado atividade antitumoral. A bactéria E. coli produz duas L-
asparaginases distintas, EC-1 e EC-2, onde apenas a enzima EC-2 possui atividade
antilinfoma. Apesar da asparaginase produzida pelos microrganismos Serratia
marcescens e Vibrio succinogenes, classificados mais tarde como espécies Wolinella,
possuirem atividade contra linfomas, recursos nunca foram dirigidos para sua producdo
em larga escala como agente terapéutico, apesar desses microrganismos apresentarem
risco bioldgico 1, ou seja, ndo causarem dano a saide do homem (Kurtzberg, 2000;
Miiller e Boos, 1998). A maioria das L-asparaginases, excetuando-se as do GPS, podem
hidrolizar tanto L-glutamina quanto L-asparagina, com atividade de glutaminase em
torno de 3 a 9% da atividade de asparaginase. A toxicidade e os diferentes espectros de
atividade observados com enzimas de diferentes fontes pode ser devido, em parte, a
diferencas na atividade de glutaminase, uma vez que a exaustdo da L-glutamina pode
aumentar potencialmente a atividade antitumoral da enzima, considerando-se que a
hidrolise de L-glutamina, que produz o acido glutdmico, pode contribuir com a

toxicidade clinica, em especial a neurotoxicidade (Kurtzberg, 2000).
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Tabela 2.1 — Preparacdes de asparaginases de uso terapéutico (Miiller € Boos, 1998).

Produto comercial Empresa Farmacéutica Fonte Bioldgica

Asparaginase Medac® Medac, Kyowa Hakko E. coli
Crasnitin® Bayer AG E. coli
Ciderolase® Rhone-Poulenc Rorer E. coli
Elspar® MSD, Rhone-Poulenc Rorer E. coli
Erwinase® Speywood Erwinia chrysantemi
Oncaspar® Enzon, Rhone-Poulenc Rorer, Medac E. coli

A eficiéncia da acdo antileucémica das L-asparaginases depende de vérias
propriedades enzimaticas, tais como as constantes cinéticas, como a constante de
Michaelis (Ky), o pH de maxima atividade e a estabilidade, entre outras. A Tabela 2.2
apresenta as propriedades terapluticas das L-asparaginases comerciais existentes.
Ambas as enzimas possuem atividade e estabilidade elevadas e sdo livres de
endotoxinas. Possuem também baixo Ky, para L-asparaginase e ndo sdo inibidas por
altas concentracdes de acido aspartico e amonia.

Além das técnicas de modificacdo da enzima, Garin et al. (1994) citam a
possibilidade de encapsulé-la em eritrécitos humanos, nos quais os poros sao alargados
transitoriamente através de um ambiente hipotdnico. Neste caso, a enzima passa a
apresentar uma longevidade semelhante a do eritrocito no ser humano, que ¢ de 120
dias. As incorporagdes em lipossomas e em nanosferas feitas a partir de poli (D,L-
lactidio-co-glicolidio) (PLGA) s3o outras técnicas utilizadas para prolongar a

estabildade e o tempo de meia-vida da enzima (Wolf et al., 2003).

Tabela 2.2 — Propriedades quimicas e farmacologicas das asparaginases terapéuticas

(Kurtzberg, 2000; Miiller e Boos, 1998).

E. chrysantemi E. coli PEG - E. coli
Atividade (1U/ mg proteina) 650-700 280-400 280-400
Peso molecular (kDa) 138 141 145
Km (UM) Asparagina 12 10 10
Km (MM) Glutamina 1,1 6,25 3,0
Ponto isoelétrico (pl) 8,7 5,0 5,0
Tempo de meia-vida no 065+0,13  124+0,17  573+324

sangue (dias)
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2.2.2 - Sintese

Apesar da extensa literatura sobre a estrutura molecular, catalise, aspectos
clinicos e caracteristicas genéticas envolvidas na regulacdo de L-asparaginase, Geckil e
Gencer (2004) relatam poucos trabalhos referentes aos fatores quimicos e fisiologicos
necessarios para a melhoria de sua produgdo. A producao de L-asparaginase tem sido
estudada em Serratia marcescens, Erwinia carotovora, Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis, com varias fontes de carbono ¢
de nitrogénio, sob condi¢cdes tanto aerdbias quanto anaerdbias. Os resultados sdo
algumas vezes contraditorios em termos do efeito da fonte de carbono (principalmente a
glicose) e do oxigénio na produgdo desta enzima. A quantidade de enzima produzida
por E. coli é visivelmente aumentada ao se substituir o crescimento em aerobiose pelo
crescimento em anaerobiose, enquanto que para a E. aerogenes a presenga do oxigénio
dissolvido tem um efeito significativo no aumento da sintese de asparaginase. A glicose,
geralmente a fonte de carbono preferencial para a producao da enzima, exerce uma
repressdo catabdlica na expressao da enzima em E. aerogenes, ao passo que em uma
bactéria com caracteristicas muito semelhantes, Klebsiella aerogenes, a glicose ndo
inibe a produgdo da enzima. Assim, os autores sugerem que varios mecanismos de
repressao catabolica e de efeito do oxigénio podem existir, podendo-se usar mecanismos
moleculares completamente diferentes para alcangar o controle do carbono catabdlico.

Segundo Drainas et al. (1977) os efeitos do meio de cultura, pH e taxa de
transferéncia de oxigénio na sintese de L-asparaginase variam de um microrganismo
para outro, revelando um conjunto de parametros de cultura complexo e varidvel que
afeta a producdo de asparaginase de diferentes formas. Barnes et al. (1977), por
exemplo, citam que, mesmo considerando que a L-asparagina ¢ o substrato natural para
a sintese de L-asparaginase, além do controle do pH e da taxa de transferéncia de
oxigénio em E. coli, a adigdo de glutamina ou glutamato ao meio de cultivo causa um
aumento significativo na atividade da enzima. Minin e Alegre (1992) estudaram a
producdo de L-asparaginase por Erwinia aroideae em fermentagdes em batelada e
mostraram que a concentragdo 6tima de lactose € igual a 10 g/L, sendo que quantidades
maiores podem levar a inibicdo da sintese enzimatica. Adicionando L-asparagina ao
meio de crescimento, observaram também uma melhora na producdo de L-asparaginase,
sendo que nenhuma inibi¢do do crescimento foi observada para concentracdes de L-
asparagina até¢ 16 g/L. Os autores também observaram um aumento do pH durante a

fermentagdo como resultado da agdo da L-asparaginase sobre a L-asparagina, além de
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observarem que o inicio da produ¢do de L-asparaginase se inicia antes do comeco da
fase de crescimento.

O mecanismo regulatorio, conhecido como repressdo catabdlica do carbono
(CCR), ¢ amplamente distribuido entre os sistemas microbianos ¢ funciona,
principalmente, para assegurar uma utilizacdo organizada e seqiiencial das fontes de
carbono, quando mais de uma dessas fontes estd presente no meio (Sanchez e Demain,
2002). Nesta condicdo, a célula cataboliza a melhor fonte de carbono presente no meio,
ou seja, aquela que fornece carbono e energia mais rapidamente para o crescimento.
Simultaneamente, a sintese de enzimas que utilizam outros substratos é reprimida até o
substrato primario ser exaurido. Ha muitos exemplos de enzimas e metabolitos
secundarios regulados por CCR em bactérias e fungos, como a producao de a-amilase
pelo fungo filamentoso Aspergillus orizae, que é reprimida por acetato ¢ glicose, ¢ a ja
mencionada sintese de L-asparaginase por Enterobacter aerogenes, em que a glicose ¢ a
fonte repressora da sintese, como mostra Mukherjee et al. (2000). Isto também foi
observado por Cedar e Schwartz (1968), uma vez que grandes quantidades da enzima
foram produzidas pela bactéria Escherichia coli na auséncia de agucares e na presenga
de grandes quantidades de aminoacidos.

Sanchez ¢ Demain (2002) citam que uma das formas de aumentar a produgao de
metabolitos sujeitos a CCR ¢ limitar a concentragdao da fonte repressora de carbono na
fermentag¢do. Tal abordagem induz a utilizacdo de estratégias de cultivo em batelada
alimentada, muito mais dependente da cinética de crescimento e das taxas de
alimentagdo de nutrientes. O uso industrial do cultivo em batelada alimentada tem a
vantagem de permitir que a concentragdo do substrato limitante seja mantida em niveis

muito baixos, evitando os efeitos repressivos da alta concentracdo de substrato.

2.2.3 - Atividade

Uma unidade internacional de asparaginase (IU) é definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar 1umol de aménia por minuto a 37°C e pH 8,6 (Mashburn e
Wriston, 1963).

A metodologia mais utilizada para determinagdo da atividade de L-asparaginase
¢ baseada na determinag¢do da amonia liberada pela L-asparagina, como resultado da
acdo da enzima, utilizando-se o reagente de Nessler (Mashburn e Wriston, 1963; Liu e

Zajic, 1973; Paul e Cooksey, 1981; Soares et al., 2002). E um método com boa
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reprodutibilidade, mas que requer cuidados meticulosos, além de sofrer interferéncia de
muitas substincias.

A atividade de L-asparaginase também pode ser medida pelo método
condutimétrico, baseado no aumento da condutividade que ocorre devido a producao de
amonia e/ou aspartato (Drainas e Drainas, 1985; Stecher et al., 1999). A condutividade
¢ linear em relacdo ao tempo e a concentragdo enzimatica, seguindo a cinética de
Michaelis-Menten. Os autores citam que nos ensaios realizados com Elspar, a adi¢do de
L-asparaginase comercial a mistura de reacdo que contém o substrato L-asparagina
causa um rapido aumento na condutividade. Este aumento ¢ linear em relagdo a
concentragdo enzimatica e o método pode detectar niveis de atividade tdo baixos quanto
0,001 U de L-asparaginase comercial. Dentre as vantagens deste método estdo a
rapidez, a sensibilidade, a reprodutibilidade e a facilidade de medi¢do em linha para
monitoragdo da cinética enzimatica.

Uma forma de identificagao da enzima L-asparaginase foi proposta por Padjak e
Padjak (1974 e 1972), num método baseado na formag¢do de um complexo branco
insoluvel devido a reagdo do tetrafenilborato de sodio com o ion amoénio [NaB(CeHs)4 —
NH,']. A amostra contendo a enzima e outras proteinas é submetida a eletroforese ndo
desnaturante onde, apos a separacao das proteinas, o gel ¢ colocado em contado com
tetrafenilborato, formando um halo branco em torno da banda correspondente a
asparaginase.

Wriston e Yellin (1973) afirmam que o principal pré-requisito para a atividade
anti-tumoral ¢ a atividade no pH fisiolégico, uma vez que a concentracdo de L-
asparagina ndo se torna limitante da velocidade até que ela seja reduzida a valores da

ordem de 10°M (107 g/L) para asparaginase periplasmatica de E. coli (EC-2).

2.2.4 — Asparaginases Bacterianas

Escherichia coli produz duas L-asparaginases distintas, que se diferenciam em
funcdo de um amplo ntimero de propriedades, dentre as quais a mais significante ¢ a
diferenga de afinidade pelo seu substrato, L-asparagina (Oliveira, 1998). A enzima com
maior afinidade pela L-asparagina, a L-asparaginase Il ou EC-2, de forma tetramérica e
localizada no espaco periplasmatico, situado entre a membrana plasmatica bacteriana e
o envelope celular, possui um peso molecular de 141000 Da e um ponto isoelétrico
teorico de 5,66. O sitio ativo ¢ composto pelos residuos treonina (Thr34, Thrlll),

aspartato (Asp112) e lisina (Lys184). O valor de Ky para esta enzima é de 1,15 x 10”
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M, evidenciando uma grande afinidade pelo substrato. A enzima L-asparaginase I ou
EC-1, localizada no citoplasma da célula, tem baixa afinidade por L-asparagina,
apresentando um valor de Ky de 3,5 x 10° M (banco de dados “SWISS-PROT”,
P18840). Sendo assim, essa enzima ¢ pouco efetiva contra o crescimento do tumor e ndo
interfere com a sintese de proteinas em extratos microbianos.

A forma nativa da enzima de E. coli tem estrutura molecular que consiste de
10% de alfa-hélice, 45% de estrutura beta ¢ 45% da estrutura na forma desordenada.
Solugdes de asparaginase tém a quantidade de estrutura beta elevada para 55%,
reduzindo-se o conteudo de alfa-hélice. A enzima ¢ estavel entre pH 5,5 e 10,8, mas ¢
completamente desordenada a pH 11,2 (Wriston e Yellin, 1973).

Estudos cristalograficos na tltima década geraram raios-X das estruturas nativas
e mutantes da L-asparaginase de E. coli. O modelo da estrutura da enzima € apresentado
na Figura 2.2. Stecher et al. (1999) citam que a proteina ¢ um tetramero de quatro
subunidades idénticas, com peso molecular de 35000 Da/subunidade e ligadas,

principalmente, por for¢as ndo-covalentes.

Figura 2.2 — Estrutura do tetramero de L-asparagina (PDB IB codificagdo 3eca)
desenhada com MOLSCRIPT. Os monomeros sao codificados em cores. Os produtos da
reacdo, os aspartatos, sao ligados ao centro ativo da enzima pelos modelos em bolas

(Stecher et al., 1999).
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Tais subunidades idénticas do tetramero podem ser consideradas como um
dimero de dimeros pareados, onde cada um dos dimeros possui dois centros ativos, cada
qual formado por cadeias laterais de aminoécidos das subunidades intimamente
relacionadas. Apesar dos dimeros conterem todos os elementos estruturais e grupos
funcionais para criar um ambiente sitio-ativo completo, a enzima ativa ¢ sempre um
tetramero.

Além disso, apesar do dimero ser estruturalmente auto-suficiente, a formagao do
tetrdmero leva a uma reducdo significativa da energia livre da enzima. Com isso,
enquanto as forca idnicas e pontes de hidrogénio sdo os principais fatores responsaveis
pelas estruturas secundaria e terciaria, as forgas entre as subunidades no tetramero sao
predominantemente hidrofobicas, indicando que os sitios envolvidos no arranjo do
tetrAmero sdo mais suscetiveis ao tratamento térmico na enzima modificada do que na
sua forma livre (Soares et al., 2002).

Marlborough et al. (1975) citam que a L-asparaginase pode ser renaturada
estruturalmente em pH alcalino, sem haver recuperacio da atividade. Em controvérsia,
Soares et al. (2002) relatam que, estudando trés diferentes valores de pH (pH 5, pH 8,6
e pH 11,5), houve uma mudanca irreversivel na estrutura dos valores de pH 5 e 11,5,
enquanto que em pH 8,6 ha uma renaturagdo de cerca de 50 a 70% de atividade da
enzima em sua forma nativa e de 32% em sua forma modificada com PEG, como
conseqiiéncia da dissocia¢do da enzima em subunidades. As subunidades podem ser re-
associadas e a atividade enzimatica restaurada, dependendo das condigdes
experimentais (tempo, pH, temperatura). Na forma modificada, a recuperacdo da
atividade ¢ mais lenta do que na enzima nativa, em fun¢do da sua menor mobilidade
(rigidez estrutural).

Em Enterobacter aerogenes, Geckil e Gencer (2004) relataram que a atividade
de asparaginase ¢ funcao da idade da célula, sendo que o maximo de atividade ¢ obtido
na fase estaciondria de crescimento (apos 24 horas de incubacgdo). Agitacdo e aeracdo
também sdo fatores limitantes para a producdo da enzima, obtendo-se maiores
atividades em baixa aeracdo e baixa agitacdo. Altas concentragdes de glicose (1%)
inibem quase que totalmente a sintese de asparaginase, enquanto baixas concentragdes
(0,1%) estimulam a producdo da enzima, comparado ao processo sem adig@o de glicose.

Os microrganismos que fermentam produtos do metabolismo da L-asparagina ou
compostos relacionados, como ¢ o caso das bactérias, geralmente mostram um modelo

comum de regulacao de L-asparaginase. Nestes organismos, a taxa de transferéncia de
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oxigénio para o meio, o pH e a concentracdo de acidos organicos (como fumarato,
lactato, piruvato, succinato, malato e oxaloacetato) podem ter uma importante funcdo na
regulacdo de L-asparaginase. A amoénia pode estimular a produ¢do da enzima (Paul e
Cooksey, 1981). Contudo, para as leveduras, a producdo de uma L-asparaginase
extracelular ¢ estimulada pela caréncia de nitrogénio na fase estacionaria (Dunlop e
Roon, 1975).

Muitas das asparaginases conhecidas, com excecdo daquela proveniente do GPS,
mostram uma atividade limitada sobre a glutamina. Um niimero de glutaminases com
pouca ou nenhuma atividade por asparaginase também ¢ conhecido. Ha ainda um
terceiro grupo de enzimas que catalisa a hidrolise de asparagina e de glutamina,
possuindo atividades equivalentes de asparaginase e glutaminase, enzimas denominadas
glutaminase-asparaginases (EC 3.5.1.38). Estudos cristalograficos das glutaminase-
asparaginases tém revelado que elas apresentam as mesmas estruturas terciaria e
quaternaria das asparaginases tipo II. O interesse por essas enzimas tem crescido desde
que foi observado que a atividade anti-tumoral da asparaginase ¢ intensificada pela
glutaminase, pois menores niveis de glutamina na circulacdo sanguinea promovem um
maior indice de morte das células tumorais (Wriston e Yellin, 1973; Miiller e Boos,
1998).

Roberts et al. (1972) purificaram uma asparaginase-glutaminase de
Acinetobacter glutaminasificans, ilustrada na Figura 2.3, com altos rendimentos,
obtidos a partir de crescimento aerdbico em meio sintético composto de acido L-
glutamico, sulfato de amodnio, tampao fosfato e tragos de minerais. Esta enzima possui
acdo antitumoral, com uma razdo de atividade para L-glutaminase e L-asparaginase de
1,2 para 1,0, estrutura tetramérica e peso molecular semelhante a asparaginase de E.
coli. O ponto isoelétrico ¢ alto (pl = 8,43) e a enzima nao contém dissulfetos nem
grupos sulfidrila e nem carboidratos. A atividade especifica da proteina foi de 190 + 20
IU/mg proteina, com valor de Ky para a asparaginase de 1,5 x 10°M e para a
glutaminase de 1,5 x 10°M.

Outra enzima glutaminase-asparaginase com estrutura tetramérica e peso
molecular semelhante a da asparaginase de E. coli foi isolada de Alcaligenes eutrophus,
hoje denominada Cupriavidus necator (Wriston e Yellin, 1973), apresentando pl 8,6 e
Ky, com asparagina como substrato, similar ao da asparaginase II de E. coli. Contudo,
sua atividade antitumoral ¢ menor que a da asparaginase de E. coli, possivelmente

devido ao seu baixo tempo de meia-vida.
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Figura 2.3 — Modelo da estrutura terciaria da asparaginase-glutaminase (EC 3.5.1.38) de
Acinetobacter glutaminasificans, obtida a partir do Swiss-Prot (http://us.expasy.org/cgi-
bin/niceprot.pl?P10172).

Em espécies de Chlamydomonas, Paul & Cooksey (1981) observaram que,
quando a L-asparagina ¢ a unica fonte de nitrogénio, apenas a amida da L-asparagina ¢
utilizada para crescimento, sendo liberada pela acdo de uma L-asparaginase localizada
proximo a superficie celular. Quando as células foram crescidas em concentragdes de L-
asparagina, nitrato de sodio ou cloreto de amonio limitantes ao crescimento (0,1 mM),
observou-se um aumento da atividade de L-asparaginase. Niveis de glutamina sintetase
também mostraram aumento em resposta a caréncia de nitrogénio, enquanto que a
atividade de glutamato dehidrogenase mostrou resposta inversa em culturas crescendo
com amonia e L-asparagina.

Imada et al. (1973) mostraram que muitos microrganismos produtores de L-
asparaginase também produzem glutaminase. Verificaram também que a distribui¢do
das atividades enzimaticas estd relacionada com a classificagdo do microrganismo.
Entre as 464 bactérias estudadas, as atividades dessas enzimas ocorreram em muitas
bactérias Gram-negativas e em poucas Gram-positivas, observando-se que no género
Pseudomonas as atividades de asparaginase e glutaminase ocorrem simultaneamente e
em grande propor¢do. Nas 261 espécies do género Streptomyces e Nocardia
observaram-se atividades de asparaginase e glutaminase apenas quando os organismos
foram lisados. Nas 4158 espécies de fungos estudadas, foi observada atividade de
asparaginase em todas elas; no entanto, apenas em algumas espécies foi observada a

formagao de glutaminase. O mesmo ocorre nas 1326 espécies de leveduras analisadas.
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Contudo, a atividade antilinfoma foi encontrada apenas nas enzimas da familia
Enterobacteriaceae, fazendo com que as mesmas sejam utilizadas em experimentos
clinicos.

Alexandri et al. (1990) estudaram o consumo de glutamina em Zymomonas
mobilis e observaram que o mecanismo de transporte segue a equagdo classica de
Michaelis-Menten, para o qual determinaram os valores das constantes para os meios
completo e minimo. Segundo citam os autores, a Unica publica¢do referente ao consumo
de nutrientes por esta bactéria trata de um sistema com transporte facilitado para o
consumo de glicose, indicando que ndo existe um bom conhecimento sobre o consumo
de aminoacidos e de outros substratos nitrogenados.

Um panorama geral das asparaginases bacterianas ¢ apresentado na Figura 2.4
(Borek e Jaskolski, 2001), em concordancia com a arvore da vida e claramente divida
em duas ramifica¢des, tipo I e tipo II. As asparaginases tipo II sdo geralmente secretadas

no periplasma, em contraste as asparaginases tipo I, que sao citoplasmaticas.

2.2.5 — Asparaginases em Leveduras

As leveduras, como a Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe
também produzem duas asparaginases biologica e geneticamente distintas. Uma delas ¢
uma enzima secretada para o espago periplasmatico, em resposta a estarvagdo por
nitrogénio e que atua na hidrolise de asparagina externa a célula, enquanto a outra ¢ uma
enzima constitutiva interna (Dunlop e Roon, 1975). Por ser um organismo eucariotico,
manipulavel por quaisquer dos métodos da engenharia genética classica e molecular,
tendo o seu genoma sido totalmente seqiienciado, muitos estudos tém sido realizados
com a levedura Saccharomyces cerevisiae (Oliveira, 1998).

Uma importante caracteristica das leveduras é a producao de enzimas a partir de
células que estdo fora da barreira de permeabilidade da membrana plasmatica. Deste
modo, essas enzimas sdao prontamente acessiveis aos seus substratos e reagem
prontamente a mudancas no meio externo. A invertase (3-D-frutofurano- frutohidrolase,
EC 3.2.1.26) ¢ o exemplo mais estudado desta enzima, existindo tanto na forma
intracelular quanto na extracelular. Similarmente, existem duas formas distintas de

asparaginase em Saccharomyces cerevisiae (Pauling e Jones, 1980).
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Figura 2.4 — Asparaginases bacterianas. Ramo laranja, asparaginase tipo I; ramo azul,

Itamente homologas as asparaginases EC-2;

letra marrom, seqiiéncias altamente homologas as asparaginases EC-1; letra verde,

, seqiiéncias a

asparaginase tipo II. Letra azul

Itamente homologas as lisofosfolipases. Caixa amarela, subunidade de Glu-

AdT amidotransferase; caixa verde, lisofosfolipases; caixa laranja, forma dimérica ativa

seqiiéncias a

de EC-1; caixa azul, asparaginase tetramérica bacteriana tipo II com atividade
antitumoral. A terminag@o gi indica as unicas seqiiéncias identificadas do NCBI (Borek

e Jaskolski, 2001).
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Quando as células crescem em meio minimo de cultivo com fonte de nitrogénio
abundante, a atividade de asparaginase Il de células de Saccharomyces cerevisiae ¢
maior no inicio da fase exponencial, ocorrendo perda da atividade a medida que vai se
atingindo o final da fase exponencial de crescimento, antes mesmo do decréscimo da
taxa de crescimento. Suplementando-se o meio de cultivo exatamente antes do inicio do
periodo de perda de atividade com metabélitos como glicose, NH4", L-arginina, L-
prolina, L-glutamato, L-aspartato ou D-asparagina, observa-se que a perda de atividade
ndo ¢ afetada. Contudo, a adi¢do de L-asparagina ou L-glutamina retarda o inicio do
periodo de perda de atividade de 3 horas para 7 horas (Pauling e Jones, 1980).

Pauling e Jones (1980) analisaram as causas da perda de atividade de
asparaginase de levedura, baseando-se em trés possiveis mecanismos para explicar a
perda de atividade extracelular. Com base nos resultados, os autores concluiram que a
perda de atividade durante a transicdo da fase exponencial para a estacionaria é o
resultado de uma degradacdo proteolitica. Um dos fatores que sustentam esta
observacdo ¢ o fato de o inibidor especifico de protease, o TCPK, poder inibir a perda
de atividade.

Oliveira (1998) cita que a produgdo de asparaginase com acao antitumoral pelas
c¢lulas de Saccharomyces cerevisiae parece ndo ser regulada por glicose, sendo sua
atividade afetada pelo metabolismo de nitrogénio. Estudando a influéncia da regulag¢do
do nitrogénio na produgdo de L-asparaginase por Saccharomyces cerevisiae em células
mutantes com o plasmideo contendo o gene URE2 (cepa P40-3C+), Oliveira (1998)
observou que, apos a incubacdo em 3% de glicose e auséncia de fonte de nitrogénio, a
atividade enzimatica de asparaginase em células na fase exponencial de crescimento
aumenta cerca de 6 vezes ao se utilizar um meio contendo prolina. O produto do gene
URE2 ¢ a proteina Ure2, que participa na regulagdo por nitrogénio. Os valores de
atividade obtidos variaram de 36 IU/g células em peso seco, em células recém colhidas,
a 219 U/ g células em peso seco, em células mutantes estarvadas para o nitrogénio. A
cepa selvagem de Saccharomyces cerevisiae (D273-10B) em meio contendo prolina ndo
apresentou atividade asparaginasica. Também foi observado que os niveis de atividade
sdao dependentes da fonte de nitrogénio presente no meio, uma vez que meios contendo
sulfato de amodnio e nitrato de sodio ndo resultaram num aumento significativo da
atividade.

A regulacdo por nitrogénio ocorre quando os microrganismos sdo capazes de

selecionar fontes mais facilmente metabolizaveis (amodnia, glutamina e asparagina),
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conhecidas como fontes ricas em nitrogénio, € inibir a expressdo de sistemas de
transporte e enzimaticos que permitem a assimilacdo de fontes conhecidas como pobres,
tais como nitrato, prolina e uréia.

Segundo Arima et al. (1972), os fungos e leveduras mostram modos de
regulacdo de L-asparaginase similar aos das células vegetais, onde a producao

extracelular da enzima ¢ estimulada por uma caréncia de nitrogénio.

2.2.6 — Asparaginases em Células Vegetais

Em células vegetais, a asparagina ¢ o metabolito mais abundante para
armazenamento e transporte de nitrogénio, que ¢ utilizado na biossintese de proteinas
(Borek e Jaskolski, 2001). E ¢ leguminosa a maioria das enzimas envolvidas em rotas
metabolicas de assimilacdo do nitrogénio atmosférico. A afinidade por L-asparagina ¢
baixa (Ky = 107), mas a alta concentragio de asparagina (40 mM) apresentada em
presenca de atividade asparaginésica garante a eficiéncia do processo. As asparaginases
em células vegetais mostram cerca de 60% de similaridade as seqiiéncias de
aspartilglicosaminidases (glicosilasparaginases). Aspartilglicosaminidases (EC 3.5.1.26)
em humanos catalisa a ultima fase de degradagdo de proteinas glicosiladas, isto &,
hidrolisa a ligagao glicosidica entre o acticar e a L-asparagina. Elas também podem agir
como asparaginases, apesar da baixa afinidade de substrato (Ky = 107 M).

Um panorama sobre as asparaginases em c¢lulas vegetais também ¢ apresentado
por Borek e Jaskolski (2001), sendo ilustrado na Figura 2.5. Este ¢ dividido em quatro
ramificacdes. As aspartilglicosaminidases, as enzimas vegetais e suas formas
homologas, seqiiéncias arquegoniadas (planta cujos gametas femininos se originam no
interior de um arquegdnio, como os musgos) com fun¢do desconhecida e as sequéncias
eucarioticas sem funcdo conhecida. O produto do gene ybiK de E. coli (EC-III) é
apresentado na 2? ramificag¢do, apoiando a hipotese bioquimica da sua proximidade a
asparaginase de células vegetais.

O estudo das propriedades e isolamento da asparaginase em folhas de ervilha
(Pisum sativum) realizado por Sieciechowicz e Ireland (1989) mostra que a atividade
enzimatica decresce com a idade da folha e varia ao longo do dia, em funcdo do
transporte de elétrons na fotossintese. Em folhas jovens de Pisum sativum e em duas
espécies de tremoco (Lupinus), o ion potassio é necessario para a maxima atividade de

asparaginase.
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Figura 2.5 — Asparaginases de células vegetais. Ramo violeta, aspartilglicosaminidases;

ramo amarelo, asparaginases de células vegetais predominantemente arquegoniadas;

ticas com homologia as asparaginases vegetais de
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ramo marrom, seqiiéncias eucarid
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caixa amarela, o produto do gene ybiK de E. coli com atividade asparaginasica (Borek e

Jaskolski, 2001).
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2.3 - A Bactéria Zymomonas mobilis

Os primeiros estudos sobre a bactéria Zymomonas mobilis datam do inicio do
século XX. Em 1911, ela foi isolada por Baker e Hillier a partir da cidra, uma bebida
produzida pela fermentagdo do suco de maca, que freqiientemente se deteriorava e
apresentava sinais caracteristicos como formacdo de espuma, liberagdo de gases e
diminui¢do da dogura, gerando um liquido turvo, com deposito no fundo da garrafa
(Swings e De Ley, 1977). Contudo, a descoberta da bactéria ¢ comumente atribuida a
Lindner, que a isolou no México, em 1924, a partir da seiva fermentada do Agave
atrovirens, conhecida como pulque, dando a bactéria o nome de Thermobacterium
mobilis. Em 1931, Kluyver e Hoppenbrouwers mudaram o nome da bactéria para
Pseudomonas lindneri e, em 1936, criaram o género Zymomonas ¢ deram o nome de
Zymomonas mobilis a bactéria descoberta por Lindner.

Na década de 50, esta bactéria chamou a atengdo dos bioquimicos por utilizar a
via de Entner-Doudoroff, que ¢ utilizada por microrganismos estritamente aerobios,
como os do género Pseudomonas. Nos anos 70 esta bactéria foi descoberta como a mais
rapida e eficiente produtora de etanol, empregando sacarose, glicose ou frutose como
unicas fontes de carbono e energia (Doele et al., 1993).

Clavigero, em seu livro entitulado “A Historia do México”, relata o uso pelos
astecas do “aguamiel”, seiva agucarada do Agave considerada o habitat natural da
Zymomonas mobilis, com propositos terapéuticos (Swings ¢ De Ley, 1977). Lindner
menciona a utilizagdo de solugdes de Zymomonas mobilis no tratamento de doencas
renais, de doengas contra a febre aftosa e brucelose em gados bovinos, e no tratamento
de furinculos e feridas purulentas no homem (Gongalves de Lima, 1958). Estas
aplicagdes despertaram o interesse de pesquisadores por estudos sobre esta bactéria,
como o isolamento e identificagdo do seu principio ativo. No Brasil, a pesquisa com a
bactéria foi iniciada pelo pesquisador Gongalves de Lima em 1952, quando trouxe do
Meéxico a cepa Agll. Em 1970, o pesquisador isolou as cepas CP1, CP2, CP3 e CP4 de
amostras de caldo de cana-de-agtcar ligeiramente degradadas. A cepa conhecida como
CP4 foi mundialmente distribuida e tem sido detectada como contaminante nas
industrias de fermentagdo alcodlica. Pinheiro (2001) cita em seu trabalho que no
Departamento de Antibidticos da UFPE estdo sendo realizados estudos sobre a atividade
antitumoral da levana produzida por Zymomonas mobilis (Calazans, 1997) e sobre o
desenvolvimento de probioticos (culturas de microrganismos vivos administrados a

humanos e¢/ou animais para fins terapéuticos) a base de Zymomonas mobilis (Cachiado,
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2001). Morais (1982) cita a acdo terapéutica no tratamento de disturbios intestinais e
ginecoldgicos. No Laboratério de Bioprocessos do Programa de Engenharia Quimica da
COPPE, estudos tém sido realizados visando a producdo de substancias com alto valor
agregado, como sais de gliconato, sorbitol e GFOR (glicose-frutose oxidorredutase),
concomitantemente a producdo de etanol (Alves, 1993; Wilberg, 1996; Ferraz, 1999;
Fonseca, 2003). Pinheiro (2001) deu inicio aos estudos de fermentagao da bactéria
Zymomonas mobilis em meio continuo, visando correlacionar o comportamento
dinamico da cultura e a sintese da enzima L-asparaginase, utilizando meio sintético com
apenas L-asparagina como fonte de nitrogénio.

As bactérias Zymomonas mobilis sao bastonetes Gram-negativos, que medem de
2 a 6 um de comprimento ¢ de 1 a 1,5 um de largura, geralmente moveis € nao
esporulantes. Sao encontradas geralmente aos pares, embora também aparecam isoladas.
Possuem rotas catabdlicas comparativamente simples e a auséncia de uma variedade de
alternativas metabodlicas encontradas em outros microrganismos. De forma a gerar
energia suficiente para o crescimento, Z. mobilis tem de catabolizar o substrato com
altas taxas especificas, resultando em baixos rendimentos de biomassa porque a maior
parte do substrato carbono ¢ incluido no catabolismo do produto final, o etanol (Toma et
al., 2003).

A fermentagdo de 1 mol de glicose da origem a 1,6 moles de etanol, 1,8 moles
de CO; e pequena quantidade de outros subprodutos como lactato, acetaldeido, acido
acético, glicerol, acetoina, dihidroxicetona, sorbitol, manitol e &cido gliconico. As
condi¢des ideais para o crescimento desta bactéria sdo intervalos de temperatura de 30 a
36°C e intervalos de pH entre 5 e 7. Cultivadas em meio complexo, podem converter
98% da glicose presente em etanol, CO,, lactato e outros, seguindo um balango
metabolico simples. Apenas 2% da glicose sdo utilizados para formar biomassa (Swings

e De Ley, 1977).

Acgucares fermentaveis como glicose, frutose e, em alguns casos, sacarose, sao
indispensaveis na composi¢do do meio de cultura de Zymomonas mobilis. Fermentam
glicose e frutose gerando quantidades praticamente equimolares de etanol e CO,,
formando coldnias de coloragdo branca ou creme. Na hidrolise da sacarose, ou de
misturas de glicose e frutose, os subprodutos da formacgao de etanol sdo a levana e o
sorbitol (Viikari e Gisler 1985). A frutose, formada da hidrolise da sacarose, ndo ¢

primariamente transportada para o interior das células, mas sim utilizada na formacao
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de levana e fruto-oligdbmeros pela agdo da enzima levanasacarase (Loos et al. 1994).
Zymomonas mobilis ndo crescem bem em frutose.

O interesse em Zymomonas mobilis tem sido reavivado nos ultimos anos. Esse
microrganismo ¢ usado com sucesso na produgdo de etanol combustivel, apresentando
uma produtividade 3 a 5 vezes maior que na fermentacdo com levedura, com um
rendimento em etanol a partir de glicose acima de 97% do valor teérico maximo
(Sprenger, 1996). As simples condi¢des para seu crescimento, a alta tolerancia ao
acucar e a resisténcia a altas concentragdes de etanol tornaria o microrganismo um sério
competidor para as tradicionais leveduras, ndo fosse a pequena faixa de tipos de
substrato. Apesar de sua alta capacidade fermentativa, a Zymomonas mobilis apresenta
funcdes de cadeia de transporte de elétrons e bom crescimento em ambientes
microaerobicos, ocupando uma posi¢do taxonOmica claramente proxima dos
organismos aerobios Glucanobacter e Acetobacter (Sprenger, 1996).

O metabolismo de agucares de Zymomonas mobilis, ilustrado na Figura 2.6,
aparece como uma ‘“‘via metabdlica” com algumas rotas ramificadas. A sacarose ¢
metabolizada a glicose e frutose pela acdo das enzimas invertase e levanasacarase
(Sprenger, 1996). As duas hexoses entram na célula via sistema de difusdo facilitada
(GLF) ou sdao convertidas pela GFOR (glicose-frutose oxidorredutase), uma enzima
contendo NADP (nicotinamida-adenina-dinucleotddeo-fosfato) e que existe apenas na
bactéria Zymomonas mobilis. A enzima GFOR madura esta localizada no periplasma,
oxida glicose a gliconolactona e reduz frutose a sorbitol (Sprenger, 1996).
Gliconolactona ¢, entdo, convertida pela gliconolactonase (GL), outra enzima
periplasmatica, em &acido gliconico (gliconato). Ambas as enzimas sdo 0s principais
constituintes do periplasma, formando aproximadamente 20 a 30% das proteinas deste
compartimento. O 4cido gliconico é consumido pelas células e pode ser completamente
degradado (como um co-substrato) a etanol e acido acético, apesar de nao ser a Unica
fonte de carbono para a Zymomonas mobilis. O sorbitol é produzido para neutralizar o
efeito prejudicial do estresse osmotico.

Segundo Doelle et al. (1993), Zymomonas mobilis é, sem davida, uma bactéria
unica dentro do mundo microbiano, com crescimento, produgdo de energia e resposta as
condigdes de cultura extremamente peculiares, causando um grande interesse no mundo
cientifico, biotecnoldgico e industrial. Os autores afirmam que a habilidade da bactéria
Zymomonas mobilis em acoplar ¢ desacoplar a produgio de energia a favor da formagao

do produto, responder a manipulagdo fisica e quimica do ambiente, bem como sua
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limitada formagdo de produtos, tornam-na um microrganismo ideal para o estudo e

desenvolvimento de processos microbianos.
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Figura 2.6 — Metabolismo dos carboidratos em Zymomonas mobilis (Sprenger, 1996).

Todas as proteinas envolvidas na rota de Entner-Doudoroff ja foram purificadas,

0 que torna Zymomonas mobilis uma das poucas bactérias onde isto foi feito. Por isso,
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muitos dos seus genes tém sido identificados e suas seqiiéncias de DNA estabelecidas
(Sprenger, 1996).

Tanto o baixo rendimento em biomassa quanto as condi¢des anaerobias de
cultivo tornam a Zymomonas mobilis um excelente modelo para estudos sobre os efeitos
de mistura no crescimento. Investigando o efeito da intensidade de agitacao, numa faixa
de 300 a 1100 rpm, sobre o crescimento ¢ formacdo de produto em fermentagdes
continuas, Toma et al. (2003) observaram que a intensidade da mistura pode afetar
fortemente o metabolismo de Zymomonas. mobilis. Uma agitacdo vigorosa conduziu a
um melhor acoplamento entre o catabolismo e o anabolismo. A altas velocidades de
agitacdo, a taxa especifica de consumo de glicose diminuiu, enquanto o rendimento em
biomassa (Yxs) aumentou substancialmente, tornando a bactéria um exemplo classico
de catabolismo altamente ativo, pobremente acoplado as necessidades biossintéticas de
crescimento celular (o chamado crescimento desacoplado). O cultivo em baixa
velocidade de agitacdo esteve longe das condi¢cdes de limitagdo por glicose,
especulando-se que foi a taxa de remoc¢do de algum produto volatil inibitoério (muito
provavelmente o CO; produzido e inibitério a Zymomonas mobilis) o fator limitante ao
crescimento. Com isso, a melhora da transferéncia de massa numa maior velocidade de
agitacdo estimulou o crescimento da bactéria, afetando, também, a formacdo de
bioprodutos e obtendo-se 0 maximo de produtividade a 700 rpm. Admitindo-se que a
frutose foi sintetizada a partir da glicose via glicose-6-fosfato, a atividade de
fosfoglicose isomerase — a enzima que cataliza a interconversao reversivel entre glicose-
6-fosfato e frutose-6-fosfato — também apresentou o pico de atividade especifica a 700
rpm, correspondendo ao maximo da sintese de frutose. Isto mostra que a fosfoglicose
isomerase tem uma um fung¢do importante no metabolismo de Zymomonas mobilis,
sendo um componente essencial da rota periférica que traz a frutose para o catabolismo
central.

O cultivo de microrganismos geralmente ocorre em meios controlados, de forma
a se obter enzimas ou metabolitos desejados. Estes meios, por sua vez, devem conter
todos os nutrientes para a sintese das células numa forma assimilavel pelo
microrganismo. Estes constituintes sdo agua, carbono, nitrogénio, fosforo, enxofre,
elementos minerais, fator de crescimento e oxigénio.

Belaich et al. (1972) estudaram o efeito da limitagdo de pantotenato no
crescimento de Zymomonas mobilis, observando que a limitagdo deste resulta na

redugdo da velocidade especifica de crescimento. Sreekumar e Basappa (1995) citam



30

que o pantotenato ¢ uma vitamina essencial a produgdo de etanol porque a bactéria nao
sintetiza pantotenato, mas necessita desta substancia para produzir compostos organicos
essenciais para o crescimento celular, produzindo, conseqilientemente, etanol.

As caracteristicas tinicas do metabolismo de actcar da bactéria Zymomonas
mobilis tém atraido um consideravel interesse, servindo como um excelente modelo
para as investigacdes do fluxo glicolitico e sua regulacdo. As enzimas envolvidas na
rota de Entner-Doudoroff constituem mais de 50% do total de proteina das células e
cada gene glicolitico ¢ altamente expresso. Recentemente, foi relatado que o fluxo
glicolitico é controlado, principalmente, pela atividade da  glicose-6-
fosfatodehidrogenase, apesar de GLF e gliconoquinase também contribuirem para o
controle do fluxo (Sprenger, 1996). Além disso, essa bactéria ¢ capaz de crescer em
meio minimo, tendo como unica fonte de nitrogénio asparagina ou glutamina.

Nas fermentagdes com Zymomonas mobilis em meio de cultivo contendo
glicose, extrato de levedura, sulfato de amonio, fosfato de potassio e sulfato de
magnésio, quando a glicose ¢ exaurida, cessa-se a utilizagdo da fonte inorgénica de
nitrogénio (NHy4) e a bactéria comeca a metabolizar os aminodcidos do meio como fonte
de carbono, com libera¢do do nitrogénio na forma de amonia, resultando num aumento
do pH do meio. Alimentando-se novamente o meio com glicose apos a sua exaustao, o
mecanismo que gera o potencial eletroquimico e direciona o processo de transporte de
entrada de glicose opera via excre¢do de protons com os produtos metabdlicos por agao
de uma proteina de membrana, a proton-translocante ATPase, fazendo com que o pH do
meio de cultivo decresca gradualmente (Ishizaki et al, 1994).

Quanto ao metabolismo do nitrogénio por essa bactéria, pouco se sabe, pois
poucos sdo os trabalhos dedicados a fermentacdo de Zymomonas mobilis em meio
sintético com somente uma fonte organica de nitrogénio (Pinheiro, 2001).

Os microrganismos sdo capazes de utilizar uma ampla variedade de fontes de
nitrogénio para crescimento, mas nem todas as fontes de nitrogénio suportam bem um
crescimento. Sanchez e Demain (2002) citam que, em geral, amoénia, glutamina e
asparagina sdo boas fontes de nitrogé€nio, enquanto prolina e uréia sdo qualificadas
como mas fontes de nitrogénio. A sintese de enzimas utilizando outras fontes de
nitrogénio ¢ reprimida até o substrato primario ser completamente exaurido. A
regulag¢do do nitrogénio ¢ de fundamental importancia na microbiologia industrial, uma
vez que afeta a sintese de enzimas envolvidas tanto no metabolismo primario quanto no

secundario. Muitas rotas metabolicas secundarias sao negativamente afetadas por fontes
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de nitrogénio favoraveis ao crescimento, como os sais de amoénio. Como resultado, o
meio complexo de fermentacdo inclui uma fonte de proteina (como farinha de soja) e o
meio definido contém um aminoacido lentamente assimildvel (como prolina) como
fonte de nitrogénio para encorajar a produgdo de metabolitos secundarios.

As bactérias podem usar uma grande variedade de componentes como Unica
fonte de nitrogénio, variando de simples componentes inorganicos, como nitratos, a
componentes complexos, como os aminodcidos. As rotas metabdlicas para o
metabolismo do nitrogénio podem ser divididas em duas classes: a rota necessaria para
a assimilac¢do do nitrogénio proveniente do meio extracelular e a rota biossintética para
a produgao intracelular de compostos que contém nitrogénio.

Os aminodcidos sdo fontes organicas de nitrogénio, sendo mais ricas do que a
amonia e o nitrato. Contudo, alguns aminodcidos, tais como a prolina e a leucina, sdo
dificeis de serem metabolizados. Os aminoacidos ap6s a metabolizagdo sao
incorporados diretamente as proteinas ou catabolisados de acordo com as necessidades
da célula em termos de carbono, nitrogénio e energia. Através dessas reacoes
degradativas, os aminoacidos contribuem também para o “pool” de nitrogénio
intracelular, por meio de transaminagdes ou de deaminagdes, seguido de uma
reassimilacdo da amonia pela acdo da glutamato dehidrogenase (Oliveira, 1998).

Na bactéria, glutamina e glutamato sdo os doadores chaves de nitrogénio para a
biossintese. Estes dois aminoacidos recebem seus atomos de nitrogénio por duas rotas: a
rota glutamina sintetase/glutamato sintetase (GS/GOGAT) e a rota gluatamato
dehidrogenase (GDH) (Sanchez e Demain, 2002). A glutamina sintetase produz
glutamina a partir de glutamato e amonia, enquanto a glutamato sintetase remove o
grupo amida da glutamina e o transfere para o a-cetoglutarato, gerando duas moléculas
de glutamato.

NH; + glutamato + ATP  ——>»  glutamina + ADP + P, 2.1)

GOGAT
Glutamina + a-cetoglutarato + NADPH + ATP ——» 2 glutamato + NADP" (2.2)

A reacdo global pode ser vista como a formacao de glutamato a partir de amonia

e a-cetoglutarato, na forma
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NH3 + a-cetoglutarato + NADPH + ATP —sglutamato + NADP" + ADP +P; (2.3)

A glutamato dehidrogenase catalisa a amina¢do do a-cetoglutarato por amonia,
gerando glutamato através de uma reacdo dependente de NADPH. Esta reacgao,
denominada amina¢do redutiva, ¢ muito importante, pois o grupo amino (-NH;) do
glutamato pode ser trocado por um atomo de oxigénio de varios compostos organicos
para converté-los em aminoacidos, processo esse chamado de transaminacao.

Altas concentragdes de nitrogénio afetam a sintese de enzimas sensiveis
envolvidas no metabolismo primario e secundario, bem como na utiliza¢ao de diferentes
fontes de nitrogénio do meio de fermentagdo. Devido a isto, varias abordagens tém sido
estudadas para se evitar o efeito negativo do nitrogénio na producdo de metabdlitos.
Dentre elas, a manipulagdo genética ¢ a que tem sido mais utilizada. Pela engenharia
genética classica, € possivel isolar linhagens mutantes resistentes ao efeito negativo do
nitrogénio. As estratégias incluem isolamento do mutante resistente a inibi¢do do
crescimento por amonia e aminoacido andlogo ou a selecdo de mutantes
superprodutores na presenca de altas concentragdes de amonia. Uma outra maneira de
se evitar a regulagdo por nitrogénio ¢ limitar a concentracdo da fonte repressiva de
nitrogénio no meio de fermentacdo. Como exemplo, a inclusdo na fermentacdo de um
aminoacido lentamente assimildvel como fonte de nitrogénio (a prolina, por exemplo)
para encorajar a alta produtividade de metabdlitos secundérios (Sanchez e Demain,
2002).

Morais et al. (1993) citam que o caldo fermentado da bactéria Zymomonas
mobilis possui agdo terapéutica contra aftose e doenca de Bang (brucelose) em gado
bovino e contra furinculos, feridas purulentas e distirbios intestinais e ginecologicos
em seres humanos, a maioria colites cronicas resistentes a medicamentos
quimioterapicos e antibidticos. Tais propriedades medicinais motivam a pesquisa sobre
a producdo de asparaginase por Zymomonas mobilis em fungdo do efeito antagdnico
desta bactéria, com desaparecimento de seus sintomas e erradicacdo completa de
bactérias patologicas como Shigella dysenteriae, Salmonella enteritidis, Salmonella sp.,
Escherichia coli tipo A, Proteus morganii, Serratia sp., Providence, Proteus rettgeri,
Citrobacter freundii, Enterobacter hafniae, Escherichia coli e Clostridium sp. ao final

do tratamento terapéutico.
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2.4 — Permeabilizacdo de células

A bactéria Gram-negativa, ilustrada na Figura 2.7, tem, além da membrana
citoplasmatica, uma membrana externa que consiste de fosfolipideos e
lipopolissacarideos (LPS). Entre a membrana externa e a membrana citoplasmatica esta
uma fina camada de peptidoglicano, formando o suporte para o envelope celular. O
espago peripldsmico na bactéria Gram-negativa estd entre a membrana plasmatica e a
membrana externa, principalmente entre a membrana plasmatica e a camada de
peptidoglicano. De forma a liberar as enzimas e proteinas do espaco periplasmico, a

barreira de permeabilidade (membrana externa) deve ser enfraquecida.
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Figura 2.7 — Apresentacdo esquematica do envelope celular da bactéria Gram-negativa.
A — membrana externa; BP — proteina de ligacdo; C — proteina embutida na membrana
citoplasmatica; LP — lipoproteina; LPS — lipopolissacarideo; PP — porina; PPS — espago

periplasmico (Sikkema et al., 1995).

A membrana externa funciona como uma peneira molecular, permitindo a difusao
trans-membrana de substancias com peso molecular baixo, como € o caso dos agucares,
para a regido periplasmica. Uma vez nesta regido, os acucares sao transportados
ativamente para o citoplasma ou entdo processados pelas enzimas periplasmicas
(Pelczar et al., 1980).

Um método ideal para a liberagdo de uma enzima como a asparaginase deve ser
rapido, barato, suave ¢ compativel com etapas de tratamento e purificagdo. Geckil et al.
(2005) citam que em muitos estudos relacionados a esta enzima, as células sdo rompidas

por métodos mecanicos, como sonica¢do, causando muitas desvantagens, como alto
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custo e necessidade de mao-de-obra intensiva, tornando-os uteis apenas em escala de
laboratério. Alem disso, uma vez que as células sdo rompidas completamente, todo o
material intracelular ¢ liberado no meio, contribuindo para a impureza da enzima e
tornando a separagdo uma tarefa dificil, por obter no final uma mistura complexa de
proteinas, acidos nucléicos e fragmentos da parede celular.

A permeabilizacao de células ¢ uma técnica simples (rdpida e branda) que envolve
a utilizagdo de agentes capazes de aliviar a resisténcia da barreira de permeabilidade da
membrana celular, facilitando o acesso as enzimas intracelulares. Durante a
permeabilizacdo, moléculas pequenas, soluveis em agua, como cofatores e ions
metalicos, sdo removidos das células (Bhat et al. 1993; Gowda et al., 1991).

Bansal-Mutalik e Gaikar (2003) citam que a permeabiliza¢do celular por choque
osmotico, em combinagdo com o uso de EDTA (acido etileno diaminotetracético),
chega a atingir rendimentos de 70% da proteina, sem variacdo na viabilidade celular. A
clivagem seletiva de cadeias glicosidicas da parede celular através combinagdo de
lisozima e EDTA, apesar de eficiente, sofre desvantagens como o alto custo e as
dificuldades para a remocao final da lisozima e do EDTA. O uso de EDTA apenas pode
causar a liberagdo especifica de enzimas do periplasma da célula, mas com baixos
rendimentos, na faixa de 18-50%.

O uso de compostos organicos, como solventes (hexano, tolueno, xileno, benzeno,
éter), detergentes ndo-idnicos (Triton), cationicos (CTAB — brometo de cetil
trimetilamonio) e anidnicos (SDS — dodecil sulfato de soédio) e agentes quelantes
(EDTA - acido etileno diaminotetracético) para a liberagao das enzimas peripldsmicas
podem ser vantajosos no que se refere ao custo do processo, causando permeabilizacdo
seletiva das barreiras da parede celular e permitindo preparacdo em larga escala das
enzimas periplasmicas numa forma relativamente pura. Apesar dos solventes organicos
serem menos caros que os detergentes e poderem ser eliminados por evaporagdo
simples, pouca informagao esta disponivel sobre os efeitos das suas propriedades fisico-
quimicas, como a atividade, durante os processos de permeabilizacdo celular.

De Leon et al (2003) relatam que as forgas eletrostaticas afetam a estrutura da
proteina e sua funcionalidade e que as enzimas normalmente sdo muito flexiveis em
solventes com altas constantes dielétricas, como 4lcool, capaz de induzir a denaturagdo
de muitas enzimas. Outra propriedade do solvente que afeta a atividade da enzima ¢ a
hidrofobicidade, comumente medida pelo log P, onde P ¢é o coeficiente de parti¢ao do

solvente no sistema 1- octanol / agua. Observaram que a atividade de PGA (penicilina G
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acilase) em células recombinantes de E. coli reduziu drasticamente em solventes mais
polares (baixos log P), provavelmente devido a denaturagdo da proteina, enquanto que
solventes altamente hidrofobicos (log P > 2) como cloroférmio, benzeno, tolueno,
xileno e hexano foram mais eficientes no aumento da atividade de PGA através de
permeacao de celular.

O procedimento de permeabilizagdo descrito por Rehr et al (1991) para a bactéria
Z. mobilis, com o detergente anidnico CTAB, ¢ bastante aplicado para as enzimas
glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-d-lactonase (GL) (Wilberg, 1996;
Carra et al., 2005), com algumas modificagdes. As células tratadas com detergentes
cationicos apresentam atividade da GFOR praticamente igual a dos extratos
enzimaticos, o que indica completa permeabilizacdo, j4 que esta ¢ uma enzima
intracelular, localizada no citoplasma da célula. Dentre os detergentes catidonicos que
impediram a formagdo de etanol, o CTAB (0,1% (m/v) por 10 minutos) foi o que
apresentou os melhores resultados de permeabilizacao.

Chun e Rogers (1988) utilizaram tolueno como agente permeabilizante de Z.
mobilis a uma concentragdo de 10% (v/v). Mantendo as células nesta solugdo por 5
minutos, em agitador tipo vortex, alcangam permeabiliz¢do suficiente para minimizar a

producdo de etanol e obter uma alta conversao.

2.5 - Eletroforese de Proteinas
A eletroforese ¢ um método de separagdo de biomoléculas que tem papel
fundamental no desenvolvimento de pesquisa em bioquimica, biologia, quimica de
proteinas, farmacologia, controle de qualidade de alimentos e biologia molecular, entre
outras. Estd baseada no movimento que ¢ produzido sobre uma determinada molécula
carregada eletricamente, quando um campo elétrico ¢ aplicado sobre a mesma. Como as
moléculas se movem com velocidade dependente de sua carga, forma e tamanho, a
eletroforese tem sido amplamente empregada para a separagdo de moléculas (Andrews,
1986). Uma representagdo deste principio € apresentada na Figura 2.8.
A eletroforese de macromoléculas ¢ geralmente conduzida por aplicacdo de uma
fina camada de amostra em uma solucdo estabilizada por uma matriz porosa. Sob a
influéncia de um campo elétrico, as diferentes espécies moleculares presentes na
amostra se movem através da matriz a diferentes velocidades. No final da separagdo, as
diferentes espécies sdo detectadas como bandas em diferentes posi¢cdes na matriz

(Rabilloud, 1996).
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fonte de energia

Figura 2.8 — Esquema do principio eletroforético (Manual de Eletroforese de Proteinas

da Amersham Biosciences).

O gel de poliacrilamida (PAGE) ¢ a matriz mais comumente empregada para a
separagdo de proteinas de peso molecular variando de 5000 a 200000 Da. A facilidade
com que as proteinas migram através do gel é condicionada pelo tamanho dos poros do
mesmo e pelo peso molecular das proteinas. Considerando um determinado tamanho de
poro, tem-se que quanto menor for o peso molecular da proteina, mais facilmente ela
migrard em relagdo as proteinas de alto peso molecular.

No sistema proposto por Laemmli (Laemmli, 1970), as proteinas s3o tratadas
previamente com um detergente anionico (SDS - dodecil sulfato de sddio) que rompe
quase todas as interacdes ndo-covalentes nas proteinas nativas. A carga negativa
adquirida através da ligagdo com o SDS ¢ em geral muito maior do que a carga da
proteina nativa. Os complexos de SDS com proteinas desnaturadas sdo entdo
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida. A dire¢do da eletroforese ¢ de cima
para baixo, ou seja, do anodo para o catodo. As proteinas pequenas movem-se
rapidamente no gel, enquanto as grandes ficam em cima, perto do ponto de aplicagdo da
mistura. Finalmente, as proteinas no gel podem ser visualizadas apo6s coloragdo com

prata ou com um corante como o azul de Coomassie.

2.6 - Controle de Qualidade no Laboratorio de Biotecnologia

Como as exigéncias de qualidade em servicos e produtos vém se tornando cada
vez mais um fator preponderante, ¢ imprescindivel que todos os setores estejam atentos
a essas mudangas, aos conceitos € as técnicas para a qualidade, aplicando-as na busca de
uma melhoria continua de seus processos. O conceito de qualidade esta relacionado a
dois elementos principais, que sdo os requisitos e a conformidade. Os requisitos de
qualidade para um produto estdo relacionados a sua finalidade ou uso, ou seja, as

caracteristicas que se espera do produto, determinadas pelas expectativas e necessidades
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de mercado. A conformidade, por sua vez, estd relacionada a capacidade do produto
satisfazer as exigéncias do cliente, a0 passo que uma nio conformidade se refere ao
defeito do produto em relagdo ao resultado esperado. A énfase na qualidade
freqlientemente conduz a uma melhoria da produtividade e otimizacdo do processo
(Pinto et al., 2000).

O controle da qualidade num processo biotecnoldgico ¢ fundamental porque esta
¢ a Unica industria baseada no uso de microrganismos vivos para a fabricagdo de
produtos comercialmente vidveis, independentemente de estes organismos serem
geneticamente manipulados ou ndo. Nos ultimos 10 anos, um grande conjunto de
produtos foi desenvolvido, com profundo impacto na qualidade de vida do homem
(Garnick et al., 1988). A maior disting@o entre os produtos da “nova biotecnologia” ¢ os
da “biotecnologia classica” € que os primeiros sdo constituidos por produtos com um
valor extremamente alto, necessarios apenas em pequenas quantidades, enquanto que os
ultimos sdo geralmente de baixo a médio valor agregado, produzidos geralmente em
larga escala. Por isso, a producdo desses produtos envolve problemas semelhantes aos
das industrias quimicas tradicionais, abordados com técnicas da mecanica dos fluidos,
da transferéncia de calor e de massa, de cinética de reacdo e dos processos de separagao.

A biotecnologia ¢ uma inddstria em constante expansao € seus processos sao
baseados em fontes renovaveis. Apesar de os processos biotecnologicos serem
basicamente similares aos processos quimicos no que diz respeito aos trés estagios
essenciais (preparacao da matéria-prima, reagdo e recuperagao do produto), ha algumas
diferencas muito importantes. A mais importante delas ¢ a faixa quase infinita de
produtos que podem ser produzidos a partir de uma certa matéria-prima, fonte de
alimento (substrato) para o crescimento microrganismos, pois o que governa qual
produto é produzido pela reagdo é o microrganismo escolhido para conduzi-la. Mesmo
isto ndo garante a especificidade, pois um mesmo microrganismo crescido num mesmo
substrato pode produzir, por exemplo, etanol ou acido latico, ou uma enzima particular
ou um antibidtico (Webb e Atkinson, 1992). Com isso, devido as diferencas dos
processos quimicos convencionais, hd muitas areas onde a engenharia (bio)quimica
pode contribuir com o planejamento e otimizagao dos processos biologicos, tais como a
redu¢do da variabilidade do processo e o melhoramento do controle de processo.

A matéria-prima de alguns bioprocessos € originaria de agro-produtos naturais,

como farinha de soja e de mandioca, sujeitas a variabilidades significativas e nao



38

controladas em sua composi¢ao. O monitoramento pode prevenir que estas mudancas
venham a interferir no processo.

Registros industriais de contagem microbiana, preparo do meio, contetido da
mistura ou pH, importantes controles de um processo, apresentam freqiientemente uma
série de flutuagdes temporais, que podem indicar ou ndo uma tendéncia. A existéncia de
uma tendéncia pode ser alarmante, indicando a perda da qualidade ou comprometimento
da seguranca, requerendo uma acdo corretiva. Se as flutuacdes excederem a faixa
considerada segura ou aceitavel, uma agdo corretiva deve ser conduzida para restaurar o
valor médio e trazer as flutuagdes de volta a faixa permitida. Ha casos, entretanto, onde
uma inesperada alta contagem microbiana ou a baixa concentracdo de um importante
nutriente, por exemplo, ocorre acima do limite de controle, o que pode ser devido a uma
causa conhecida, como falha do equipamento ou erro humano. Mas ha casos onde uma
causa de origem desconhecida pode implicar num sério problema de qualidade.
Gonzalez-Martinez et al. (2003) mostram na Figura 2.9 graficos de controle de
qualidade de uma contagem microbiana ao longo de um processo fermentativo nas trés
condi¢des acima citadas. Na Figura 2.9a, tem-se um processo sob controle, ou seja,
dentro dos seus limites inferior e superior de controle, dados pelo valor da média + 2
vezes o desvio padrdo. Na Figura 2.9b, mostra-se um processo totalmente fora de
controle, com pontos aleatorios fora dos limites de controle, necessitando que agdes
corretivas sejam tomadas. Na Figura 2.9¢, tem-se apenas um ponto fora do limite de
controle, indicando pouca probabilidade de ser um erro aleatério (aproximadamente
5%), ou seja, existe um fator externo que tira o processo de controle e cuja investigagdo
ndo permite concluir a sua causa. Através da selecao de uma funcao de distribuicdo do
conjunto de dados, normal ou lognormal, desenvolveram uma planilha em Excel para
estimar a probabilidade de uma inesperada alta contagem microbiana a partir dos
ultimos valores, podendo, também, avaliar a eficacia de mudangas ou melhorias para
reduzir o risco de futuros problemas de qualidade.

Os graficos mostram a importancia do monitoramento de quaisquer das etapas
do processo para prevenir problemas, uma vez que sem esse acompanhamento o defeito
ndo ¢ observado e agdes corretivas ndo podem ser tomadas para que o processo volte as
condi¢des de controle. A complexidade dos sistemas de controle de qualidade é&,
fundamentalmente, fungdo da amostragem e das caracteristicas estruturais dos processos
de fabricacdo e do produto final. Assegurar o desenvolvimento, consisténcia e

seguranga destes produtos € um dos aspectos mais importantes do processo na industria
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de biotecnologia. A qualidade no controle biotecnologico difere dos sistemas de
controle tradicionais nas seguintes areas: o desenvolvimento e a caracterizacdo da
producdo de organismos; caracteristicas significantes relacionadas ao controle dos
processos de fermentagdo e cultivo celular; e o controle de qualidade do processo de
purificacao/recuperacao de produtos finais, obtidos a partir de técnicas da biotecnologia

(Garnick et al.,1988).
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Figura 2.9 — Gréficos tipicos de controle de qualidade microbiano. No topo (2.9a), um
processo dentro da faixa de controle. No meio (2.9b), processo sem controle,
freqlientemente excedendo os limites permitidos. Na base (2.9c), um processo com uma

analise fora do limite de controle e sem explicacdo aparente. LC significa o limite de

controle para as medi¢des (X +2 o) e X a média das medidas.
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Um indculo de qualidade e quantidade consistentes ¢ um destes exemplos, uma
vez que 0 mesmo passa por varias etapas de fermentagdo antes de chegar ao reator
propriamente dito (Webb ¢ Atkinson, 1992). Lopes et al. (2004) desenvolveram
modelos matematicos para controlar as variaveis ao longo do processo de produgdo de
antibiotico, mostrando que a qualidade da matéria-prima, do microrganismo e do
in6culo na fermentagdo afetam a produgdo e purificacdo do produto final, demonstrando
a importancia da quimiometria no desenvolvimento de bioprocessos. A engenharia de
processos ndo pode esperar os resultados analiticos das concentrac¢des residuais do meio
de cultivo para tomar agdes corretivas necessarias, uma vez que os métodos analiticos
tomam em média de 30 minutos a algumas horas para se ter um resultado. Por esta
razdo, o controle e monitoramento de parametros fisicos como densidade otica, pH e
reologia do caldo fermentativo, por exemplo, podem fornecer estimativas para a
reducdo da variabilidade e imprevisibilidade do bioprocesso (Webb e Atkinson, 1992).

Para a realizagao deste monitoramento do processo, fazem-se necessarias as
operacdes de homogeneizacdo, amostragem, dissolucdo se necessdrio e¢ medi¢do
propriamente dita em instrumentos especificos. Estas técnicas sdo extremamente
variaveis e necessitam de atengdo para que se evitem erros sistematicos e aleatorios.

O erro aleatorio ¢ normalmente gerado por variagdes imprevisiveis de grandezas
que influem no resultado da medi¢cdo. Embora ndo seja possivel compensar o erro
aleatorio de um resultado de medicdo, ele pode ser reduzido aumentando-se o nimero
de observagdes. O erro sistematico ¢ definido como um componente de erro que, no
decorrer de um nimero de andlises do mesmo mensurando, permanece constante ou
varia de uma forma previsivel. Ele ¢ independente do niimero de medigdes feitas e ndo
pode ser reduzido pelo aumento do nimero de andlises, sob condi¢des de medicao
constantes (EURACHEM/CITAC, 2002). Entre os erros sistematicos mais comuns
estdo os erros instrumentais, os erros devido a presenca de impurezas, os erros de
operacdo, os erros pessoais e os erros de método. Uma corre¢cdo ou fator de corre¢do
pode ser aplicado para compensar este efeito (Leite, 1996).

Nao ¢ dificil imaginar as conseqiiéncias quando, numa analise ou numa
avaliagdo estatistica dos resultados medidos, o “positivo” se torna “falso”, ou a margem
de incerteza da concentragdo medida parece ser igual a 100%, e ndo igual a 10%
inicialmente imaginada. A avaliacdo e validacdo de métodos analiticos e procedimentos

laboratoriais sdo, dessa forma, de fundamental importancia, tendo como base a
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utilizacdo de materiais de referéncia adequados e a participagdo em testes
interlaboratoriais (Zoonen et al., 1999).

Qualidade demanda infra-estrutura, equipamentos, procedimentos operacionais,
pessoal e organizacdo do laboratorio. Uma das fungdes dos laboratérios de andlise,
ensaio ¢ calibragdo, ¢ permitir o aumento da eficiéncia do processo ¢ uma melhor
avaliacdo e desenvolvimento da qualidade e seguranca de seus produtos e servigos,
procurando-se minimizar e/ou eliminar as causas que gerem os erros nas andlises
efetuadas.

A qualidade de um trabalho analitico ¢ dependente da amostragem,
especificidade, sensibilidade, processamento e precisdo da técnica, exatiddo e
representatividade do resultado (McSherry et al., 2003). Além disso, deve-se dar
atencdo a etapas intermedidrias, como amostragem, estocagem, homogeneizacao,
reacdes quimicas e tratamento da amostra, especialmente no caso de analises em que
estas etapas contribuem com a incerteza total mais diretamente que a determinagao
final. Estes fatores devem ser melhorados, garantidos e padronizados pelo analista. Os
reagentes e solventes utilizados nos estudos também ndo devem interferir nos
resultados, além de possuirem um tempo ¢ uma area de estocagem adequada. A
estocagem garante que a amostra mantém as caracteristicas fisicas e quimicas do
instante de sua coleta, de tal forma que a analise a ser realizada represente a veracidade
do objeto de estudo.

A medida precisa do volume em muitos métodos analiticos ¢ tdo importante
quanto a medida da massa. Por isso, € preciso considerar alguns pontos imprescindiveis
para a medi¢do exata de um determinado volume, como a manutencao dos instrumentos
de medig¢do, a qualidade dos instrumentos e a calibragdo periddica.

A adequacdao dos métodos analiticos usados no laboratério é de fundamental
importancia no processo. A obtencdo de grandes quantidades de informacdes de alta
qualidade através de menores quantidades de material, menos tempo e poucos recursos
tem sido o maior objetivo da quimica analitica desde a realizacdo das suas primeiras
medidas (Valcarcel e Rios, 1994). O estabelecimento de procedimentos confidveis a
partir de uma série de estudos, planejamentos, avaliacdes e correcdes das atividades
executadas simultaneamente com material analitico usual de trabalho em laboratorio, de
forma a assegurar a qualidade da quimica analitica, é o principal objetivo de uma
metodologia analitica padronizada. A qualidade pode ser definida em termos de pureza

(dos reagentes e padrdes), exatiddo e incerteza (para materiais de referéncia, se
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certificados ou ndo), no proprio funcionamento (proposito, aparato € instrumentos
especificos) e na consisténcia de toda a metodologia analitica utilizada (Valcarcel e
Rios, 1994).

O pilar do processo biotecnoldgico € o processo de producado a partir de sistemas
vivos. As caracteristicas diretamente relacionadas aos controles de tais processos
necessitam ser avaliadas em detalhe. Por exemplo, durante a producdo de proteinas por
bactérias, ¢ de fundamental importancia assegurar a estabilidade genética, a consisténcia
do produto protéico formado e a auséncia de contaminagdo microbiana. Segundo
Garnick et al. (1988), as caracteristicas mais importantes para assegurar a qualidade de
um processo fermentativo, exemplificando a producdo de proteina por um
microrganismo geneticamente modificado, sdo:

> estabilidade genética, evitando que ocorra uma mutagdo quando se tratar
de um enzima manipulada geneticamente;

» rendimento do produto / estabilidade do produto (intra ou extracelular),
para evitar ou limitar a suscetibilidade ao ataque de proteases;

» auséncia de contaminagdo, pois a presenca de qualquer organismo
contaminante, que geralmente é detectado a partir dos efeitos causados
na taxa de crescimento, pode causar o término do processo fermentativo;

> condigdes de cultivo (viabilidade celular / taxa de crescimento,
densidade celular), que facilitam a determinacdo de qualquer alteracio
Nno processo;

» condi¢des de fermentacgdo / taxa de crescimento, porque € extremamente
importante se ter um processo otimizado para que sejam atingidos
requisitos de obten¢do e qualidade da proteina alvo;

>  condigdes ambientais, para que sejam evitados riscos de contaminagao;

> meio de cultivo, porque em muitos casos trabalha-se com proteinas
complexas e aminodacidos;

> glicosilagio do produto final, que pode levar a dificuldades de
recuperagao, bem como baixo rendimento do produto.

Uma das areas de maior relevancia na analise laboratorial é a de realizagao de
ensaios de determinacdo da atividade biologica de produtos biotecnoldgicos, uma vez
que os ensaios de atividade s3o os mais suscetiveis a grandes variagdes na exatidao e
precisao (Garnick et al., 1988). Como abordado anteriormente, a confianga nos

bioensaios ¢ de fundamental importancia para o desenvolvimento e aprovagdo por
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agéncias reguladoras de novos produtos porque, literalmente, centenas destes ensaios
devem ser realizados para desenvolver, validar e controlar novos produtos. Estes
ensaios sdo geralmente utilizados para monitoramento da estabilidade da cultura e
necessitam exatiddes na faixa de 95-100% e valores de desvio padrdo relativo menores
que 5%.

A revisdo da literatura realizada por Lindholm et al. (2003) mostra que, para a
producdo de medicamentos em particular, hd poucos procedimentos que tratam da
quantificagdo em processos biotecnoldgicos, em contraste com as recomendagdes feitas
pelo FDA (Food and Drug Administration) para os métodos bioanaliticos. As
tolerancias sugeridas para avaliagdo de parametros bioanaliticos sdo relativamente
amplas, com coeficiente de variacdo (CV) inferior a 15%. Os autores utilizaram as
regras de validagdo estipuladas pelo FDA para os métodos analiticos no processo de
sintese enzimatica de 9a-hidroxiprogesterona por Escherichia coli em HPLC,
investigando a seletividade, linearidade das curvas de calibragdo, precisdo, exatidao,
sensibilidade, recuperacio e estabilidade do produto. E importante validar a
quantificagdo tanto do substrato quanto do produto durante o processo, em intervalos de
tempo definidos, para assegurar o calculo adequado da cinética do processo; ou seja,
dos coeficientes de conversdao de substrato e as produtividades. O estudo mostra que,
para produtos farmacéuticos, a tolerncia de processo pode ser reduzida para 10%, que
o padrdo interno deve ser suficientemente diferente da estrutura do substrato para ndo
participar do processo enzimatico e que a seletividade deve ser checada freqiientemente
para se eliminar possiveis variagdes do branco com o tempo.

A seletividade ¢ a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes, tais como impurezas, produtos de
degradagdo e componentes da matriz. Para andlise quantitativa (teor) e andlise de
impurezas, a especificidade pode ser determinada pela comparacao cromatografica dos
resultados obtidos de amostras contaminadas com quantidades apropriadas de
impurezas € amostras ndo contaminadas, para demonstrar que o resultado nao ¢ afetado
por esses materiais. Varios testes estatisticos podem ser utilizados para o estudo da
seletividade, dependendo da disponibilidade do analito, da matriz sem o analito e de
amostras de referéncia nas concentragdes de interesse. Se a matriz da amostra sem
analito ou um grupo satisfatorio de amostras de referéncia estao disponiveis, podem ser
aplicados os testes F (Fischer) de homogeneidade de variancias e o teste t (Student) de

comparacao de médias, ou entdo realizada a analise dos desvios em relagdo aos valores
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de referéncia. Normalmente, parte-se da hipdtese em que a matriz ndo afeta o sinal do
analito em niveis de concentragdes elevados ou acima da faixa. Preparam-se dois grupos
de amostras de teste, um com a matriz € outro sem, ambos 0s grupos com a
concentragdo do analito idéntica em cada nivel de concentragdo de interesse. O numero
de amostras paralelas em cada nivel de concentracdo deve ser maior ou igual a 7 para
permitir o uso adequado dos modelos estatisticos e proporcionar uma comparagao
valida (INMETRO, 2003).

As curvas de calibracdo, que representam a relacdo entre a resposta do

instrumento ¢ a concentracdo conhecida do analito, devem ser analisadas por métodos
estatisticos apropriados, como, por exemplo, o calculo de regressao linear pelo método
dos minimos quadrados. A linearidade do método ¢ confirmada pela avaliacdo do
coeficiente de correlagdo do analito (composto quimico a ser mensurado) na amostra,
com no minimo 5 concentragdes diferentes.

A precisao ¢ a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (ANVISA, 2003). Uma
definicdo mais completa envolve ndo apenas a amostragem multipla, mas a repeti¢do do
procedimento analitico. Assim, pode-se definir precisio como a avaliacdo da
proximidade dos resultados obtidos em uma série de repeticdes do procedimento
analitico de uma mesma amostra. A precisdo de um método analitico pode ser expressa
como o desvio padrao ou o desvio padrao relativo (coeficiente de variacdo) de uma série

de medidas. O coeficiente de variagdo, por sua vez, ¢ a relagdo entre o desvio padrao e a

média determinada. Segundo o Guia para Validacido de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos da ANVISA (2003), o valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo
com a metodologia empregada, a concentra¢dao do analito na amostra, o tipo de matriz e
a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 15%, exceto para o limite
inferior de quantificacdo (LIQ), para o qual se admitem valores menores ou iguais a
20%. Entende-se por limite de quantificagdo a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢des
experimentais.

A exatidao de um método analitico ¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. E expressa pela relagdo entre a
concentragdo média determinada experimentalmente (a partir de, no minimo, 9

determinagdes) e a concentragdo tedrica correspondente.



45

Para qualquer analise quimica, Leite (1996) menciona que, em termos de
desvios, a medida em que se aumenta a sensibilidade, ou seja, diminui-se a massa
analisada, os desvios tornam-se maiores ¢ a variabilidade tende a aumentar. A Tabela
2.3 apresenta uma correlagdo entre concentracdo e coeficiente de variagdo para
comparagoes interlaboratoriais. O aumento das concentragdes diminui o valor do

coeficiente de variagao.

Tabela 2.3 — Valores maximos do coeficiente de variagdo em funcgdo da concentragao

para garantir um processo analitico estavel (Leite, 1996).

Concentracgéao Coeficiente de variagao (CV)
1 ng/kg (1 ppb) 45
10 pg/kg (10 ppb) 32
100 pg/kg (100 ppb) 23
1 mg/kg (1 ppm) 16

O limite de deteccdo (sensibilidade) ¢ a menor quantidade do analito presente em

uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as
condi¢des experimentais estabelecidas. E detectado por meio de anélise de solugdes de
concentragdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel.

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico dentro de um limite de varia¢do. Seu célculo deve ser realizado em fun¢do da
relacdo de area do padrio extraido e ndo extraido.

A maioria das técnicas analiticas usadas para a aplicacdo no controle de
qualidade sdo baseadas em testes interlaboratoriais, fazendo-se uma estimativa da
repetitividade e reprodutibilidade entre os laboratorios para se conhecer a seguranga
com a qual um resultado obtido pode ser repetido pelo mesmo analista, por outros
analistas no mesmo laboratério, assim como por diferentes analistas em distintos
laboratorios (Leite, 1996; Quevauviller et al., 1999).

Elementos essenciais aos sistemas da qualidade num laboratério analitico, as
Boas Praticas de Laboratorio (BPL) sdo conjuntos de regulamentagdes, procedimentos
operacionais e praticas de cumprimento obrigatorio que sao estabelecidas pelo Manual
da Qualidade e pelas Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) de forma a garantir a qualidade
na informagdo gerada pelos laboratorios. Estas praticas permitem a avaliagdo externa

via Qualidade Assegurada (QA) e sdo constituidas pelos Procedimentos Operacionais
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Padroes (POP), que sdao descricdes detalhadas de operagdes especificas realizadas no
laboratodrio, incluindo desde a recepcao das amostras até o arquivamento dos resultados
de andlise. A acreditagdao do Laboratério, como no sistema ISSO 17025, por exemplo, ¢
o reconhecimento da competéncia do laboratorio analitico em conduzir anélises
especificas (Valcarcel e Rios, 1994).

Quando a interpretacdo e avaliagdo dos resultados analiticos ndo tém nenhuma
base estatistica, ndo fica claro qudo significantes eles sdo e qual ¢ de fato a sua utilidade.
Na pratica de um laboratorio deve-se considerar o planejamento racional de
amostragem, os métodos de validagdo, os instrumentos e procedimentos laboratoriais, a
exatiddo e precisao das concentragdes medidas € a comparacdo dos resultados do
laboratério com informagdes produzidas. A partir de ferramentas estatisticas, pode-se
definir qual o erro envolvido em determinado conjunto de dados e sua distribuigdo
estatistica.

Uma medida experimental apresenta incertezas porque em um processo de
medi¢do todas as etapas apresentam variabilidade ou imperfei¢des, seja na matéria-
prima utilizada, no equipamento, na técnica utilizada, na escala ou até mesmo no
proprio analista. E, portanto, necessario que haja um procedimento prontamente
implementado, facilmente compreendido e de aceitagdo geral para caracterizar a
qualidade de um resultado de uma medigdo, isto ¢é, para avaliar e expressar a sua
incerteza.

De acordo com a amostra a ser analisada, uma metodologia apropriada deve ser
desenvolvida (tendo-se em mente que as fontes de variabilidade devido a varios tipos de
interferéncia devem ser eliminadas ou controladas), calibrada e monitorada de forma
oportuna, utilizando-se um CRM (material de referéncia certificado). O processo ou
procedimento analitico pode ser mantido sobre controle por graficos de controle
estatistico, que devem auxiliar a estabelecer a reprodutibilidade dos resultados
(McSheery et al., 2003).

Os erros existentes num processo de andlise laboratorial se devem a duas fontes
principais de variagdo: os erros determinados ou sistematicos, que ocorrem
regularmente e sdo mais ou menos constantes em quantidade, podendo ser, quando
conhecidos, avaliados e corrigidos; e os erros indeterminados ou aleatorios, que
ocorrem de forma casual e ndo possuem valores definidos, sendo considerados apenas

através de procedimentos estatisticos. Assim, aos pesquisadores e estatisticos compete a
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identificacao e quantificagdo dos erros associados as fontes de variagdo, garantindo o

controle, assim como a qualidade na mensuragao correta ou verdadeira.

2.7 — Ferramentas Estatisticas

A estatistica ¢ a ciéncia que lida com a coleta, o processamento € a interpretagao
dos dados, facilitando o estabelecimento de conclusdes confiaveis sobre o estado da
qualidade do processo. Por este motivo, o Controle de Qualidade (CQ) e a monitora¢ao
da precisdo e da exatiddo é muitas vezes denominado Controle Estatistico do Processo.

A validacao de um método € um importante componente na determinagdo da
confiabilidade e reprodutibilidade de um resultado bioanalitico, e uma exigéncia de todo
sistema regulatorio. A politica do FDA (Food and Drug Administration) declara que,
para cada método analitico utilizado para quantificar concentragdes de um
medicamento/droga a partir de fluidos biologicos, parametros analiticos especificos
devem ser determinados com relacdo a exatiddo, linearidade, precisdo, sensibilidades,
especificidade e recuperagdo (Lang e Bolton, 1991). Estes procedimentos também estao
referenciados no manual de bioequivaléncia da Anvisa (www.anvisa.org.br/legislacao).
No planejamento de um novo método bioanalitico, 0 mesmo deve seguir todos os
parametros da exigéncia regulatoria e possuir confiabilidade metrologica através da
incorporacdo de técnicas que permitam a avaliacdo do seu desempenho. Também deve
ser incorporada uma validagdo continua para monitorar a reprodutibilidade do método
em funcao do tempo.

A exatiddo de uma determinagdo analitica pode ser validada somente através da
comparac¢do do resultado com diferentes técnicas analiticas dentro do Laboratério, com
a comparagdo do resultado com procedimentos analiticos conduzidos em outros
Laboratorios ou através do uso de CRMs (certificagdo de materiais de referéncia)
certificados, que capacitam a calibragdo, rastreabilidade e exatiddo a ser determinada,
bem como a validag¢ao de novos métodos a serem desenvolvidos (ANVISA, 2002).

A precisdo de um método analitico descreve a proximidade entre as diferentes
medidas individuais de uma amostra. O parametro repetitividade da precisao ¢ obtido
quando as amostras sdo preparadas nas mesmas condi¢cdes de manuseio: lote, operador,
equipamento, instrumento e ocasido. Quando as amostras sdo preparadas em diferentes
condi¢des de manuseio, o parametro da precisdo medida ¢ a reprodutibilidade. No

desenvolvimento do método, a precisdo deve ser determinada usando um minimo de 3
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pontos da varidvel de interesse, em toda faixa de estudo, com 5 repetigdes (ANVISA,
2002).
O método analitico em desenvolvimento deve atender os requisitos de

sensibilidade e limites de deteccdo e quantificacdo planejados. Dessa forma, ¢

necessario determinar a relagdo concentracdo da amostra versus resposta do detetor,
visando a determinacdo da faixa de concentracdo onde a resposta ¢ linear e os
respectivos limites de quantificacao.

Um namero suficiente de padroes deve ser usado para definir adequadamente a
relacdo entre concentragdo e resposta. Uma curva de calibragdo deve conter no minimo
5 amostras, cobrindo uniformemente a faixa esperada. O modelo mais simples que
descreve adequadamente a relacdo concentragdo/resposta deve ser usado
(EURACHEM/CITAC, 2002).

Especificidade ¢ a busca individualizada do sinal de uma tnica espécie do
analito, enquanto seletividade ¢ a capacidade de um método analitico de diferenciar e
quantificar o analito na presenga de outros compostos na amostra, denominados de
interferentes, que podem ser originados de fontes enddgenas ou exdgenas. Uma vez que
o método esteja no estagio de validacdo, o teste de seletividade deve assegurar niveis e
reprodutibilidade dos interferentes e seu impacto na precisao e exatidio do método em
relacdo ao limite de quantificacao.

Segundo Lang e Bolton (1991), a validagdo propriamente dita consiste na
condugdo de corridas analiticas geradas em dias separados, envolvendo dois analistas,
onde cada analista tem a responsabilidade de ajudar a determinar o desempenho e
reprodutibilidade do método, além de avaliar possiveis problemas ao longo do ensaio. A
partir dos dados gerados, parametros analiticos especificos sdo relatados, incluindo
linearidade, exatiddo, precisdo, sensibilidade e recuperagdo. A partir da curva padrao, a
inclinagdo, interse¢do, coeficiente de correlacao e variancia sao monitorados. Analises
estatisticas sdo utilizadas para determinar as variancias na corrida e entre corridas, bem
como para demonstrar a expectativa do método no desempenho da andlise diaria. A
partir dos resultados de concentragcdo e baseado no controle de qualidade inicial dos
dados, critérios de aceitagdo sdo estabelecidos. Corridas analiticas posteriores sao
monitoradas durante o estudo propriamente dito para determinar se os dados gerados
sdo validos. Segundo estes autores, muitos problemas potenciais podem ser encontrados

no processo de validagdo a partir da avaliacao estatistica do dado analitico.
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A incerteza ¢ um parametro que, associado com o resultado da medida,
caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser atribuidos ao mensurando, ou seja, ¢
um parametro que define a qualidade dos resultados medidos. A abordagem da ISO para

o calculo da incerteza ¢ definida em quatro principais etapas, definidas na Figura 2.10.

[ Especificacio
I

odelagem do processo de medida

]

Identificaciio

Identificacdo das fontes de icerteza

[

Quantificacio
Célculo da incerteza padriio

Il

Combinacio
Célculo da incerteza padrio combinada
Célculo da incertera expandida

Figura 2.10 — Etapas basicas para o calculo da medida da incerteza abordada pela ISO

(Maroto et al., 1999).

A etapa de especificagdo visa obter a relacdo entre o resultado analitico e os
parametros dos quais o resultado analitico depende. Isto significa que o resultado

analitico (Y) pode ser descrito como uma funcdo baseada nas varidveis experimentais

(Xla X29'~'9 Xn)

y=f(X;50r Xpy) (2.4)

Normalmente, as dificuldades de se formalizar a relacdo algébrica entre os
resultados analiticos e os parametros que intervém no procedimento analitico se tornam
claras. Neste caso, a etapa de especificacdo ¢ feita em diferentes etapas nas quais o
procedimento de medida pode ser detalhado como, por exemplo, amostragem, etapas de

processamento, medida instrumental, etc.
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A etapa de identificacdo, como o proprio nome diz, visa identificar todas as
fontes de incerteza presentes em diferentes etapas do procedimento analitico. Todos os
componentes da incerteza em que se espera ter uma contribuicdo significativa para a
incerteza global sdo quantificados (etapa de quantificacdo). Estes componentes podem
ser quantificados a partir de trabalho experimental (incerteza tipo A) ou por utilizagdo
de informagdo prévia ou por experiéncia do analista (incerteza tipo B).

A incerteza tipo A ¢ estimada com base na distribui¢do estatistica dos resultados
das séries de medicdes e pode ser caracterizada por desvios padrao experimentais, que €
uma estimativa ndo tendenciosa para o desvio padrdo. A incerteza tipo B, que também
pode ser caracterizada por desvios padroes, ¢ avaliada por meio de distribuicao de
probabilidades para valores possiveis da grandeza, baseada na experiéncia ou em outras
informagdes, sendo que esta escolha deve incorporar toda informagao disponivel sobre o
mensurando e a medi¢ao (Vuolo, 1998).

Apesar de ser uma metodologia bem estruturada, originalmente desenvolvida
para estimar a incerteza em medidas fisicas e, subseqiientemente, adaptada aos
processos quimicos, o nimero de fontes potenciais de erro nas medidas quimicas e a
estrutura dos erros, principalmente os aleatorios, torna dificil a geragdo de estimativas
validas para as incertezas quimicas. Além disso, o desenvolvimento de experimentos
que podem caracterizar com exatiddo a influéncia das incertezas no método e outros
efeitos sistematicos ¢ bastante complexo. Por essa razdo, o analista ¢ impulsionado a
fazer estimativas baseadas em dados anteriores ou na experiéncia prévia (incerteza tipo
B) as quais, por serem fundamentadas no conhecimento de um especialista ou por um
senso comum, podem ser consideravelmente diferentes das estimacdes de outros
analistas devido as dificuldades de um completo entendimento dos métodos quimicos de
medida. Ao mesmo tempo, a aplicagdo dessa abordagem na rotina de medidas quimicas
envolve custos e esforgos significativos.

O resultado de uma medicdo, apds a corregdo dos efeitos sistematicos
reconhecidos, ¢ ainda tdo somente uma estimativa do valor do mensurando por causa da
incerteza proveniente dos efeitos aleatorios e da correcdo imperfeita do resultado para
efeitos sistematicos. O erro aleatério ¢ minimizado pelo controle de fatores externos e
pela repeticdo de medidas. Em analises quimicas, as etapas analiticas de extracao,
derivatizacdo, separa¢do e detec¢do sdo passiveis de erros, os quais ndo podem ser
observados pelo analista. Fontes de contaminagdo, perda ou degradacdo do analito, erros

na calibracdo e interferéncia podem contribuir para afetar o resultado. Os erros
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sistematicos, que ocorrem continuamente € sao controlados experimentalmente até¢ onde
possivel, distorcem o valor verdadeiro da determinagdo, causando inexatiddo. A
incerteza de um resultado pode ser baixa e, a menos que o resultado seja verificado com
o procedimento de controle de qualidade, a mesma pode nao ser detectada. Os erros
aleatérios causam uma alta incerteza e sdao observados pelo analista, que tem a
responsabilidade de verificar cada etapa de estdgio do procedimento analitico para
tentar eliminar ou controlar a fonte de erro. Eles refletem as incertezas inevitaveis em
todas as medidas, tornando necessario o procedimento estatistico.

A incerteza que surge de uma variagdo experimental ao se aplicar um
procedimento analitico para futuros resultados de medida ¢ associada a influéncia dos
diferentes valores da corrida e aos erros aleatorios que surgem (Maroto et al., 1999). Em
qualquer procedimento experimental, varios fatores ou varidveis experimentais podem
influenciar o resultado. Para isso, uma varredura experimental deve ser elaborado de
forma a determinar as variaveis experimentais e interacdoes que tém significativa
influéncia no resultado e na medida, em uma ou em muitas respostas.

A normaliza¢do dos procedimentos e servigos tem sido utilizada cada vez mais
como um meio para se alcangar a redu¢do do custo da producdo e do produto final,
mantendo-se ou melhorando a qualidade. Segundo as normas da ABNT, os seus

beneficios qualitativos e quantitativos sdo explicitados na Tabela 2.4 a seguir.

Tabela 2.4 — Beneficios que a normalizagdo permite.

Qualitativos Quantitativos
» utilizacdo adequada dos recursos » reducdo do consumo de materiais
(equipamentos, materiais ¢ mao-de-obra) » reducdo do desperdicio
» uniformiza¢do da produgdo » padronizacdo dos componentes
» facilitacdo do treinamento da mdo-de-obra > padronizagdo dos equipamentos
» registro do conhecimento tecnoldgico » redugédo da variedade de produtos
» facilitacdo de contratagdo ou venda de » fornecimento de procedimentos para
tecnologia calculos e projetos

» aumento da produtividade
» melhoria de qualidade

» controle de processo
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Um dos métodos mais utilizados e reconhecidos internacionalmente para a
manuten¢do do controle da qualidade ¢ a comparagdo interlaboratorial, que tem provado
ser uma ferramenta bastante util na detec¢do de erros sistematicos em analises. Nestes
testes, distribui-se uma amostra comum para todos os Laboratérios participantes do
programa. Isto faz com que os erros de amostragem, caso a homogeneizagao da amostra
seja garantida, sejam eliminados e apenas os erros associados com o Laboratdrio e o
procedimento analitico sejam encontrados, se todos utilizarem o mesmo procedimento.
Pode-se, assim, definir que metodologia de andlise deve ser seguida, que controles
devem ser feitos e quais métodos estatisticos se adaptam melhor & realidade local,
permitindo desenvolver critérios de comparacdo para discutir problemas comuns
(McSheery et al., 2003).

De acordo com o guia EURACHEM/CITAC (2002), as fontes tipicas de
incerteza sao:

» amostragem. Quando amostragem formam parte do procedimento
especificado, efeitos como variagdo aleatoria entre diferentes amostras e
qualquer potencial para gerar uma tendéncia nas amostragens formam
componentes de incerteza, afetando o resultado final;

» condi¢des de armazenamento. Quando os itens de ensaio sdo
armazenados por algum periodo anterior a andlise, as condigdes deste
armazenamento podem afetar o resultado;

» efeitos de instrumentos, que podem incluir, por exemplo, os limites de
exatiddo da calibracdo de um balanca analitica, um controlador de
temperatura que deve manter uma temperatura média que difere de seu
ponto de ajustagem indicado, um auto-analisador que esteja sujeito a efeitos
de carreamento, etc;

» pureza do reagente, ja que a pureza de muitas substancia ¢ declarada
pelos fabricantes como sendo ndo inferior a um valor especificado. Muitos
corantes organicos, por exemplo, ndo sdo 100% puros e podem conter
1sdmeros € sais organicos;

» estequiometria assumida, podendo ser necessario se tolerar desvios em
relagdo a estequiometria esperada, ou reagdes incompletas, ou reagdes
colaterais;

» condi¢des de medicdo, onde grandes efeitos em func¢do da temperatura

devem ser corrigidos, mas qualquer incerteza quanto a temperatura do
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liquido e da vidraria dever ser considerada. Analogamente, a umidade pode
ser importante no caso de materiais sensiveis as possiveis alteracdes de
umidade. Outros fatores que devem ser levados em conta sdo a forga idnica e
a acidez da amostra;

» efeitos da amostra, pois a estabilidade de uma amostra/analito pode variar
durante a andlise por conta de alteracdo do regime termal ou efeito fotolitico;
» efeitos computacionais, onde a selecdo errada de um modelo de
calibracdo leva a uma correlagdo menor e a uma incerteza maior. Corte e
arredondamento de algarismos podem levar a inexatiddes no resultado final
e, como sdo raramente previsiveis, pode ser necessaria a consideracdo de
uma incerteza;

» corregdo de branco, onde havera uma incerteza tanto no valor quanto na
adequagdo da correcdo do branco. Isto é particularmente importante na
analise de traco;

» efeitos do operador, como a possibilidade de leitura de uma escala
consistentemente acima ou abaixo do valor indicado ou a possibilidade de
haver uma interpretagdo ligeiramente diferente do método;

» efeitos aleatorios, que contribuem para a incerteza em todas as
determinagoes.

As medidas analiticas podem ser conduzidas por técnicas instrumentais
altamente sofisticadas ou por procedimentos gravimétricos ou volumétricos classicos,
todos produzindo resultados influenciados por erros aleatérios. Por essa razdo, os
resultados devem ser apresentados com intervalos de confianca de forma a descrever a
dispersdao natural. A estimagdo correta dos parametros do intervalo de confianga ¢ um
desafio somente atingido depois da validagdo do método.

Em geral, a incerteza padrao originada de efeitos aleatorios € medida a partir de
experimentos de repetitividade e quantificada em termos de desvio padrdo dos valores
médios.

Em adi¢do aos fatores analiticos que introduzem variagdo sistematica e variacao
aleatoria nos procedimentos analiticos, os resultados do laboratério também estao
sujeitos a erros grosseiros ou enganos que geram um grande desvio nos resultados. Este
tipo de erro ¢€ aleatdrio e gera resultados discrepantes, muitas vezes devido a enganos ou

trocas, que ndo sdo consideradas erros estatisticos.
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Em muitas situacdes pode ser dificil distinguir se um resultado incorreto ¢
devido a um erro analitico ou a um engano, mas ¢ fundamental aplicar todos os esfor¢os
para a identificar e eliminar a causa do erro, criando condi¢des para prevenir sua
recorréncia.

As causas primarias destes erros sao:

» incorre¢des na escolha dos processos analiticos, sendo importante a
utilizacdo de um procedimento j& definido;
» desvios dos procedimentos prescritos (modifica¢des nas etapas do ensaio,
uso de recipiente ou equipamento incorreto), que podem ser observados a
partir da validagdo do método pré-estabelecido;
repetidas preparagdes incorretas de amostras e padrdes;
equipamento com defeito ou ajustado incorretamente;

erros aritméticos sistematicos;

Y V VYV V

erros nos calculos;
» erros na transmissao e na interpretacao da informagao.

O monitoramento regular dos testes de laboratdrio utiliza limites de variagdo
preestabelecidos e se baseia em probabilidades estatisticas. Como nao podemos eliminar
totalmente a variabilidade analitica, devemos criar condi¢cdes para exercer seu
monitoramento e procurar manté-la dentro de limites aceitaveis, a fim de que os
resultados obtidos sejam uteis para o diagnostico e o tratamento. Os limites aceitaveis
de variagao definem o nivel da qualidade do processo analitico.

Quando medicdes repetidas de um material estavel sob condigdes idénticas (o
mesmo operador, usando os mesmos equipamentos e reagentes) sdo realizadas, obtém-
se uma série de resultados diferentes decorrentes da variacdo aleatoéria que ocorre em
todo o processo de medida. Muitas sdo as causas desta variabilidade, que é decorrente
de mudangas nas condi¢gdes em que as medidas sdo realizadas. Estas variagdes podem
ser devidas a diferencas no comportamento dos reagentes, na calibracdo e desempenho
dos equipamentos, nos métodos de trabalho, nas condi¢cdes ambientais e no desempenho
dos operadores envolvidos no processo. Assim, existem diversos fatores no processo
analitico que podem afetar as caracteristicas da qualidade, podendo produzir resultados
com defeitos ou resultados ndo conformes, também chamados resultados fora de
controle. Como ndo ¢ possivel eliminar a variabilidade totalmente, o controle da
qualidade tem a funcdo de medi-la ¢ manté-la dentro de limites aceitaveis, sem

comprometer os resultados.
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Uma parcela importante dos procedimentos de garantia da qualidade consiste na
preven¢do de erros obtida pela otimiza¢do dos processos operacionais. Toda a base do
controle da qualidade assume que a distribuicdo dos resultados ¢ gaussiana e, para que
todos os resultados obtidos possam ser analisados corretamente, deve-se ter a certeza da
distribuicao e de que fatores como resultados discrepantes (outliers), desvios, variagao
ndo aleatoria, instabilidade do sistema analitico, procedimentos de andlise mal
conduzidos e outras causas que produzem erros grosseiros ndo estejam ocorrendo. E,
quanto mais organizado ¢ o laboratdrio, maiores sdo as possibilidades de eliminar a
ocorréncia desses erros.

A elaboracdo de um protocolo de qualidade permite uma abordagem
simplificada das Ferramentas da Qualidade, visando a implantacio de uma gestdo
voltada para a qualidade dentro de um laboratério de ensaios quimicos, enfocando
caracteristicas como higiene e seguranga no laboratério, a limpeza, ajuste, manutencao e
instrucdes de uso dos equipamentos, preparo de solugdes, manutencao e identificacao
dos microrganismos, cuidados ao longo de um processo de fermentagdo para que se
atinja a repetitividade e reprodutibilidade (qualidade e confiabilidade), armazenamento,
registro de dados (controle e monitoramento) e controle estatistico, sem que seja
necessaria a certificagdo do mesmo.

Os trabalhos na literatura demonstram pouco conhecimento na regulacdo pelo
nitrogénio da bactéria Zymomonas mobilis ¢ a busca incessante por novas fontes
produtoras da enzima asparaginase de acdo antilinfoma, cuja principal caracteristica ¢ a
alta afinidade pelo seu substrato, a asparagina. Este trabalho efetua uma varredura sobre
diferentes fontes de nitrogénio na capacidade de sintese da enzima asparaginase pela
bactéria Zymomonas mobilis, descoberta que gerou o desenvolvimento em nosso
laboratorio da patente P10404952-7 (Abud et al., 2004). Para dar confiabilidade
analitica ao processo estudado, e por falta de trabalhos que conduzam a um processo
com qualidade, também sao realizados estudos, etapa por etapa, de mecanismos que

podem ser utilizados para se atingir um processo repetitivo e reprodutivel.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentadas as metodologias analiticas utilizadas nos
experimentos para avaliagdo do processo de producdo da enzima asparaginase pela
bactéria Zymomonas mobilis, técnicas de permeabilizacdo ¢ eletroforese de proteina em

gel SDS-PAGE.

3.1 — Microrganismo e Composicao do Meio

O microrganismo utilizado neste trabalho ¢ a bactéria Zymomonas mobilis
linhagem CP4 (ATCC 31821), fornecida pelo Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e armazenadas a 4°C em meio contendo
20 g/L de glicose e 5 g/L de extrato de levedura.

A manutencao ¢ feita em meio contendo 10 g/L. de glicose e 5 g/L. de extrato de
levedura. Apds a inoculacdo, as células sdo incubadas por 24 horas a 30 °C e, entdo,
estocadas a 4 °C. Para melhor conservagao da cultura, repiques sdo feitos, em média, a
cada trés meses. Também se mantém o microrganismo em placas contendo 10 g/L de
glicose, 5 g/L de extrato de levedura e 15 g/L de agar.

O meio sintético de crescimento utilizado nas fermentacdes ¢ igual aquele
definido por Pinheiro (2001), variando-se as concentracdoes de glicose e de L-
asparagina. Em alguns casos, para se avaliar o efeito da fonte de nitrogénio, substitui-se
a L-asparagina por sulfato de amonio e por aspartato. Nos estudos de otimizagdo do
meio de cultura, além de variar as concentracdes, variam-se também as fontes de
carbono e de nitrogénio.

A Tabela 3.1 apresenta a composi¢do do meio de crescimento sintético usado
nas fermentacdes. Os seus componentes sdo dissolvidos em agua milli-Q e esterilizados
separadamente em grupos (sulfatos, fosfatos, cloretos, glicose, L-asparagina,
pantotenato e sulfato ferroso) a 121°C por 20 minutos e misturadas a frio,
assepticamente. A amostra de sulfato ferroso tem o seu pH ajustado para 3,0 a fim de se

evitar a precipitagdo do mesmo.
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Tabela 3.1 — Composi¢do do meio sintético de crescimento

COMPONENTE CONCENTRACAO
CaCl,.2H,0 0,25 mg/L
KClI 8,0 mg/L
NaCl 8,0 mg/L
ZnSO4.7H20 7,2 mg/L
MnSO4.7H,0 0,7 mg/L
MgS04.7H,0 2,0 g/L
FeSO4.7H,0 5,0 mg/L
KZHPO4 1,75 g/L
KH,PO4 3,5¢g/L
Glicose 1-50¢g/L
L-asparagina 0,5 g/L
Pantotenato de calcio 10 mg/L

3.2 - Cultivo

Os ensaios realizados com Zymomonas mobilis foram conduzidos em estufa a 30
+ 2°C, sem agitacdo e sem controle de pH. O preparo do indculo nestes ensaios segue o
esquema ilustrado na Figura 3.1, a ndo ser nos estudos relativos a determinacdo do

percentual de in6culo a ser utilizado nos ensaios.
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Figura 3.1 — Esquema de preparo de inoculo e cultivo.

Da cultura armazenada em geladeira, em meio rico, faz-se o pré-inéculo em
novo meio rico para a reativagao das células. Acompanhando-se o crescimento a partir
da medida da densidade 6tica e de um grafico do tempo versus esta medida, sabe-se o
instante em que as c¢lulas estdo na fase exponencial de crescimento, realizando-se,
entdo, a passagem destas células para uma nova etapa de meio de cultivo, agora em

meio definido. Repete-se este procedimento mais uma vez para que as células se
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adequem ao novo meio, partindo-se, em seguida, para o acompanhamento da cinética de
fermentagao.

Para ilustrar o comportamento do crescimento da bactéria Zymomonas mobilis
frente aos meios rico e definido, ¢ apresentada a Figura 3.2, com fotos obtidas em

cultivos antes e apds o crescimento bacteriano.

Meios de cultivo antes da inoculagdo Meios de cultivo em fase estaciondria de crescimento

Figura 3.2 — Meios rico e definido antes e apds o crescimento celular.

A Figura 3.3 apresenta um frasco de final de cultivo em meio rico com algumas

células decantadas no fundo do mesmo.

Figura 3.3 — Células de Zymomonas mobilis ao final de um cultivo em meio rico.

3.3 — Metodologia Analitica

Durante os ensaios, acompanha-se, através de retiradas assépticas periddicas de

amostras, o pH, a concentracdo celular (X), a concentracdo de glicose (G), a
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concentracdo de L-asparagina (Asn), a concentracdo de aspartato (Asp), a concentragao
de etanol (E) e a atividade de L-asparaginase nas células (Ativ).

O esquema de tratamento analitico das amostras esta representado na Figura 3.4.

Meio de cultivo

Leitura direta Centrifugacio
|
| |
pH Ahsorbancia |
Concentragéo | Células | | Sobrenadante |
celular |
Atividade | | | |

Glicose Etanol Aspartato Asparagina

Figura 3.4 — Esquema de coleta e tratamento analitico das amostras.

Os ensaios de permeabilizagdo e eletroforese de proteinas sao realizados a partir

das células centrifugadas, visando confirmar a presenc¢a da enzima L-asparaginase.

3.3.1 — Concentracéao Celular

A concentragdo de células ¢ determinada através da medi¢dao da absorbancia do
meio de cultura (Abs) no espectrofotometro Spectronic 20D+ a 600nm e convertida
para concentragdo através da curva de calibragdo obtida por gravimetria (peso seco).

Para a anélise de peso seco, apos a fase exponencial de crescimento, 40 mL do
meio de cultivo (V,) sdo colhidos sob agitagdo constante e centrifugados, lavados com
NacCl 0,85% e ressuspensos em um pequeno volume de dgua destilada.

A suspensao de células assim obtida ¢ transferida para um recipiente de papel de
aluminio previamente pesado (M,) e levada para estufa a 85 °C por cerca de 24 horas,
até apresentar peso constante (M,).

Paralelamente, aliquotas do meio de cultivo sdo diluidas em agua destilada,
obtendo-se concentracdes de amostra de 0,02 a 0,4 g/L. A absorbancia destas solugdes ¢
medida a 600 nm.

A concentragdo de células em cada solugao ¢ dada pela expressao:
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M, -M
X= %fator de diluigao (3.1)

[}

onde os valores de My, M, V, sdo obtidos como indicado no texto.

A curva de calibragdo ¢ obtida a partir da representagdo das medidas de
absorbancia em relacdo a concentragdo de células nas amostras, como mostra o exemplo
da Figura 3.5. Para determinar a concentragdo de células nos meios de cultivo, as

medidas de absorbancia sdo realizadas, observando-se sempre a faixa de linearidade da

curva.
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Figura 3.5 — Curva de calibracdo da concentracdo de células para o cultivo de Z.

mobilis.

3.3.2 — Concentracdo de Glicose

A concentragdo de glicose ¢ determinada no sobrenadante recolhido da
centrifugacdo através do método enzimatico-colorimétrico glicose-oxidase-peroxidase
(GOD-POD), a partir do kit de Glicose SL da CELM (Companhia Equipadora de
Laboratérios Modernos). Este kit ¢ composto de reativo tampao fenol/fosfato pH 7,4, de
uma solucdo estabilizada de enzimas glicose-oxidase, peroxidase e 4-aminofenazona e
de uma solucao padrao de glicose de 100 mg/dL. O reativo de trabalho ¢ feito a partir da
mistura do tampao com a solucdo de enzimas.

Adiciona-se a cada tubo 40 pL. de amostra e 4,0 mL do reativo de trabalho. No
branco, ndo se adiciona amostra, apenas 4,0 mL do reativo de trabalho. Paralelamente, ¢
realizada a leitura com 40 puL da amostra padrdo de glicose e 4,0 mL do reativo de
trabalho. Os tubos séo incubados a 37°C por 30 minutos.

As amostras sdo lidas em espectrofotometro a 505 nm, tendo como zero do

espectrofotometro o branco. A concentragdo de glicose ¢ calculada pela expressao:



61

Glicose (g/L) = AbsorbaAnm'a amosfra fator de dilui¢ao (3.2)
Absorbancia padrao

Para verificar a eficiéncia e/ou interferéncia do kit, fez-se uma curva de
calibragdo construida com base numa solugdo de glicose, nas faixas de 0,1 a 1,0 g/L e

ndo se observou diferencga significativa nos valores de concentragao obtidos.

3.3.3 — Concentracéo de L-asparagina e L-aspartato

Inicialmente, a concentracdo de asparagina foi determinada conforme proposta
de Pinheiro (2001), baseado na metodologia descrita por Sheng et al. (1993).

Colocava-se 0,2 mL de amostra centrifugada do meio em presenca de 9,8 mL de
uma solucdo de ninhidrina em dlcool etilico absoluto 0,05% (m/V) e realizava-se a
leitura em espectrofotdometro a cada minuto, ao longo de 7 minutos, a 350 nm.

A partir dos coeficientes angulares da reta, obtinham-se os valores de velocidade
de reacdo. A concentragao de asparagina era determinada com base numa curva padrao
de asparagina com concentragdes conhecidas, em funcdo da velocidade de reacdo, onde
também era realizada a medida espectrofotométrica ao longo de 7 minutos com solucdo
de ninhidrina em alcool etilico (0,05% m/v).

Por se observar que algumas amostras, ao longo do tempo, passavam da
coloragdo alaranjada para uma coloragao purpura, coloragdo esta caracteristica da
reacdo de mistura de aminoacidos com ninhidrina, € com base no texto descrito por
Sheng et al. (1993), realizou-se uma analise de varredura (espectro de absor¢ao) com
asparagina, aspartato e mistura dos aminoacidos. Observou-se que, para a asparagina, o
comprimento de onda caracteristico ¢ de 350nm, enquanto para o aspartato os
comprimentos de onda caracteristicos sao 410 e 570 nm.

A partir desta observagdo descreve-se uma nova proposta para a determinacao
simultanea para as concentragdes de asparagina e aspartato, conforme sera mostrado no
capitulo de Resultados e Discussao.

Colocam-se 0,5 mL de amostra em presenca de 4,5 mL de solu¢do de ninhidrina
em alcool etilico 0,05% (m/V) e leva-se a um banho a 37°C por 3 horas. O branco da
amostra ¢ feito com 0,5 mL de meio sem asparagina e/ou aspartato e 4,5 mL de solugdo
de ninhidrina. Apds o banho, a amostra ¢ colocada em banho de gelo, tendo sua
coloragdo permanecida estavel por 2,5 horas. O precipitado formado ¢ decantado, ndo

dificultando a leitura da amostra. A leitura da amostra ¢ realizada nos comprimentos de
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onda de 350, 410 e 570 nm. A partir de uma curva padrdo de asparagina e aspartato e de

um sistema de 2 equacdes e 2 incognitas, ¢ possivel determinar as concentragdes de

asparagina e aspartato.

3.3.4 — Concentracéao de Etanol

A concentracdo de etanol ¢ determinada por cromatografia gasosa em um
cromatografo CG, contendo um detetor de ionizacdo de chama e uma coluna de
separacao tipo Carbowax-20-M sobre Chromosorb, tendo nitrogénio como gas de
arraste. As temperaturas do injetor e do detetor sdo mantidas a 225 °C e a temperatura
da coluna em 150°C. O tamanho da amostra ¢ de 1uL e o tempo de retengdo
aproximado do etanol nestas condi¢des de operacdo ¢ de 1 minuto.

Tendo-se como base amostras de etanol com concentragdes conhecidas,
constroi-se uma curva padrao de etanol, como a ilustrada na Figura 3.6, a cada batelada
de andlises. As areas resultantes da integragdo dos picos sdo representadas em funcgao da

concentragcdo das amostras. Triplicatas sdo empregadas neste procedimento.

Concentragio (g/L)

R \ \ \ \
0

200 400’ 600 800 1000
Area

Figura 3.6 — Curva de calibragdo da concentragdo de etanol.

3.3.5 — Atividade de L-asparaginase

As células sdo removidas do meio por centrifugacdo e ressuspensas em igual
volume de NaCl 0,85%. Apods nova centrifugacdo e descarte do sobrenadante, as células
centrifugadas sdo suspensas em 1,0 mL de tampao tris-HCl 0,05M, pH 8,6, ¢ 1,0 mL de
L-asparagina 0,01M e incubadas a 37°C por 30 minutos. A rea¢do ¢ interrompida
adicionando-se 0,1 mL de 4acido tricloroacético (TCA) 1,5M. Para cada amostra

analisada realiza-se um branco, diferenciando-se da amostra teste por se adicionar 0,1
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mL de TCA 1,5M antes de se levar a amostra a 37°C por 30 min. A proteina precipitada
¢ removida por centrifugagdo e a amodnia liberada ¢ determinada por Nessleriza¢do
direta, colocando 0,5 mL do clarificado centrifugado da reagdo em 7,0 mL de agua
bidestilada e 1,0 mL do reagente de Nessler, a temperatura ambiente por 10min. A
leitura ¢ conduzida em espectrofotometro em comprimento de onda de 480nm. A
concentragdo de amodnia produzida na reacdo ¢ determinada com base numa curva
padrdo previamente obtida, utilizando sulfato de amdnia como padrdo. Uma unidade
internacional de L-asparaginase (IU) ¢ a quantidade de enzima capaz de liberar 1pumol
de amonia por minuto a 37°C e pH 8,6 (Mashburn ¢ Wriston, 1963).

A curva de calibragdo, cujo modelo ¢ apresentado na Figura 3.7, é construida
com base numa solugdo de sulfato de amonia, nas faixas de 0,1 a 2,0 umol de NH;
liberados a partir da reagdo com o reagente de Nessler. O zero do espectrofotdometro ¢

realizado com agua milli-Q.
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Figura 3.7 — Curva de calibracao de sulfato de amonio.

As amostras de células centrifugadas nao analisadas logo apds a coleta do meio
podem ser mantidas congeladas em tampao tris-HCl por um periodo de 7 dias, sem

variagdo na atividade de L-asparaginase.

3.3.6 — Concentracdo de Proteinas
A dosagem de proteinas ¢ realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976),
com base em uma curva padrdo com diferentes concentracdes de uma proteina

conhecida, usualmente a albumina do soro bovino (BSA), e a solucdo corante.
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A solucdo corante ¢ preparada dissolvendo-se 50 mg de Azul Brilhante de
Coomassie G (Sigma) em 25 mL de etanol 95%, sob agitacdo constante. Sdo
adicionados, entdo, 50 mL de acido fosforico 85% e 500 mL de 4gua destilada. A
solugdo ¢ mantida sob agitagdo por no minimo 1 hora e, entdo, filtrada. A solugdo pode
ser armazenada a 4°C e sempre antes de ser utilizada deve ser filtrada.

A curva de calibracao, ilustrada na Figura 3.8, ¢ construida utilizando solugdes
de BSA na faixa de 0,02 g/L a 0,10 g/L. Os pontos da curva s3o determinados fazendo-
se uso de misturas contendo aliquotas de 0,5 mL das solucdes de BSA e de 5 mL da
solugdo corante. Apos 10 minutos de contato, procede-se a leitura da absorbancia em
espectrofotometro a 600 nm, tomando-se como zero a absorbancia de uma amostra

contendo 0,5 mL de 4gua e 5 mL da solugdo corante.
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Figura 3.8 — Curva de calibragao de proteinas, com BSA, pelo método de Bradford.

3.3.7 — Permeabilizacdo de Células
Os testes de permeabilizacao sdo realizados com as células obtidas do cultivo de
Z. mobilis. Varias foram as técnicas utilizadas, dosando-se no sobrenadante obtido a

atividade enzimatica e a concentragdo de proteinas e realizando a eletroforese em gel
SDS-PAGE.

3.3.7.1 — Rompimento celular com lisozima e sonica¢ao
A cada 0,5 g de células ¢ adicionado 1 mL de uma solucao 4 g/L de
lisozima. Esta solu¢ao ¢ colocada em sonicador BRANSON 250, em intervalos de 30

segundos, passando para banho de gelo para resfriamento durante 1 minuto antes da

repeticao, realizada 5 vezes.
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3.3.7.2 — Permeabiliza¢ao com CTAB ¢ EDTA

Adiciona-se a cada 0,5 g de células 5 g de CTAB, EDTA, ou uma
mistura de ambos, diluidos em 100 mL de solu¢do tampao de fosfato de so6dio 0,1M e
pH 7,0.

Segundo Gowda et al. (1991), a razdo célula/detergente ¢ importante na
permeabiliza¢do das células. O fato de a permeabilizacdo de células de levedura ser
dependente da quantidade de detergente presente no meio, tanto quanto da concentragdo
de células, aliado ao fato de que a permeabilizacdo pode ocorrer mesmo com uma
solugdo detergente muito diluida, indica que o CTAB tem uma afinidade muito alta para
se ligar as células até mesmo irreversivelmente. Assim, na permeabilizacdo far-se-4 um
estudo variando-se a razdo de CTAB/g célula.

Para a permeabiliza¢do com EDTA, Chen et al. (1999) citam que a
adi¢ao de EDTA numa bactéria Gram negativa pode desestabilizar a membrana externa
e que tais variagdes enfraquecem a membrana interna. Para a bactéria Alcaligenes
eutrophus, mesmo uma quantidade muito pequena de EDTA permite uma pureza acima
de 90% na recuperacdo de poli-3-hidroxibutirato (PHB). A partir destas observagoes,
numa nova etapa de testes com EDTA utiliza-se 0,08 g EDTA/ g de células em 200 mL
de solugdo tampao fosfato de sodio 0,1M e pH 7,0 por 10 minutos.

3.3.7.3 — Permeabiliza¢do com lisozima
Cada 0,5 g de células sdao lavadas em 40 mL de tampao de lavagem e
centrifugadas a 6000 rpm e 4°C por 10 min. Descarta-se o sobrenadante e adiciona-se a
massa retida 10 mL do tampdo de lavagem com 5 mg de lisozima, incubando a amostra
a 37°C por 30 min. O tampdo de lavagem contém Tris-HCl 10mM a pH 8,0, NaCl
0,15M, EDTA 1mM e 20% de sacarose.

3.3.7.4 — Choque osmoético (Souza, 2002).
Cada 1 g de células é ressuspensa em 20 mL da mistura de tampao
glicina 250 mM, acetato de potassio 100 mM e KCI 50 mM em pH 7,0, contendo 50%
de sacarose e incubada, sob agitagao forte por 2 horas a temperatura ambiente. As
células sdo separadas por centrifugagdo a 10000 rpm por 5 min e ressuspensas em 20
mL de 4gua gelada. Essa suspensdo ¢ colocada em agitador rotatorio por 30 min, em

banho de gelo, e centrifugada nas mesmas condi¢des acima.
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3.3.8 — Eletroforese de Proteinas

A eletroforese de proteinas ¢ realizada em equipamento Hoefer MiniVE, tendo
como principal padrdo de comparagdo o medicamento Elspar, que contém a enzima L-
asparaginase.

Para a realizacdo da eletroforese sao preparados os géis de corrida e de
nivelamento. O gel ¢ corrido em presenca de tampdo de corrida. Cada banda
eletroforética ¢ composta de 10 pL de uma solucdo da proteina com o tampao de
aplicacao de amostra. A eletroforese ¢ realizada a 20 mA e 100 V. Apos o tempo de
corrida, os géis sdo retirados e colocados em presenca de solucdo corante por, no
minimo, 2 horas e sob agita¢ao lenta. Em seguida, sdo rinsados e colocados em presenga
de solucdes descolorantes, para que as bandas possam ser visualizadas.

O gel de corrida ¢ composto por 2,5 mL de solucao Tris-HCI 1,5 M e pH 8.8, 4,0
mL de solugdo de mondmero, 100 uLL de SDS 10% (dodecil sulfato de sodio), 3,3 mL
de agua, 100 pL de persulfato de amonio 10% e 10 pL. de TEMED. A solucdo de

monodmero ¢ composta de 30% T e 2,7 % C, onde:

T = % acrilamida + % bis-acrilamida (3.3)

C =% bis-acrilamida / T (3.4)

O gel de nivelamento é composto de 1,25 mL de solugdo Tris-HCI 0,5 M e pH
6,8, 650 uL de solucdo de monomero, 50 pL de SDS 10% (dodecil sulfato de sodio),
3,0 mL de agua, 50 pL de persulfato de amonio 10% e 5 pL de TEMED.

O tampao de corrida contém 3 g/L de Tris base, 14,5 g/L de glicina e 10 mL de
SDS 10%. O tampao de aplicacdo de amostra ¢ feito com 1,25 mL de solugdo Tris-HCI
0,5 M e pH 6,8, 2,0 mL de SDS 10%, 0,5 mL de B-mercaptoetanol, 4,0 mL de azul de
bromofenol 0,05%, 1,0 mL de glicerol e 1,25 mL de 4gua.

A solugdo corante ¢ composta de 0,025% de azul de coomassie R-250, 40 % de
metanol e 7 % de acido acético. A solugdo descorante I contém 30 mL de metanol e 7
mL de acido acético, com dgua em quantidade suficiente para completar 100 mL do
volume total. A solug@o descorante II possui 3 mL de metanol e 5 mL de &cido acético,
com agua em quantidade suficiente para 100 mL de solugao.

As solugdes de proteinas de peso molecular conhecido devem conter de 10 a 20

mg/mL para que em uma mistura 1:1 com tampao de aplicacao elas possuam na banda



67

eletroforética de 5 a 10 pug proteina/uL. Para misturas complexas sao necessarias 50 pg

de proteina/banda eletroforética.

3.3.9 — Determinacéao de p e dos rendimentos Yxs e Yux

A taxa especifica de crescimento (L) ¢ obtida a partir da evolugdo temporal da
massa de células da bactéria Z. mobilis ao longo do tempo. Representando-se em um
grafico do tipo In X (crescimento celular) em fung¢dao do tempo, obtém-se uma reta
durante a fase caracteristica do crescimento exponencial. Os valores de p determinados
nos experimentos realizados sdo obtidos a partir do melhor coeficiente linear da reta.

Os fatores de conversao de substrato em células (rendimento em células), Yys, €
a atividade especifica, Y,x, sdo obtidos a partir das diferengas entre as concentragdes

iniciais da fase estacionaria de crescimento e as concentragdes iniciais da fermentagao.

Y, _Xe=Xo (3.5)
So =S¢
Us - Uy (3.6)
Yux = ———
mf —mg

onde X¢ ¢ a concentragdo final de células (fase estacionaria), Xy € a concentracao inicial,
So € a concentracdo inicial de substrato, Sy, a concentracdo final, Uf a atividade de
asparaginase no final do crescimento, Uy ¢ a atividade inicial de asparaginase, ms ¢ a

massa final de células e my a massa de células ao se iniciar o cultivo fermentativo.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os experimentos realizados visando o
entendimento do processo de producdo da enzima asparaginase pela bactéria Zymomonas
mobilis e o desenvolvimento de estudos para se ter um processo de qualidade e
confiabilidade. Os objetivos principais deste estudo sdo:

» Identificar as etapas importantes do processo

v Inoculagao (itens 4.1 € 4.2)

v Mensuragao (itens 4.3, 4.4, 4.9 ¢ 4.10)

v Fermentagdo (itens 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 ¢ 4.12)
Identificar as variaveis relevantes
Identificar as principais fontes de erro € mapear o fluxo destes erros
Otimizar o processo e as técnicas de analise
Avaliar as melhores fontes de carbono e nitrogénio para a enzima

Otimizar as condi¢des de processo de producao

YV V. V V V VY

Avaliar o tempo e a melhor forma de armazenamento das células para a
analise de atividade asparaginasica

» Comprovar a eficiéncia do estudo realizado a partir da reprodutibilidade
dos experimentos

» Identificar a melhor técnica de permeabilizacao

4.1 — Manuseio da Bactéria

A primeira etapa de qualquer processo analitico ¢ a amostragem da cultura a ser
analisada, que precisa ser realizada de forma planejada, documentada e controlada. Para
uma amostra bioldgica, onde a bactéria ¢ mantida, ¢ importante manter a cultura estocada a
baixa temperatura a fim de se prevenir qualquer atividade biologica que possa vir a
modificar a natureza da amostra. A homogeneidade da amostra ¢ um outro fator importante

para minimizar variagdes na quantificagdo que geram incertezas em relagcdo ao valor real

(McSheery et al., 2003).



69

Foi observada, em alguns ensaios realizados com indculo proveniente de uma
cultura em geladeira por mais de 4 meses, a necessidade de se estabelecer uma rotina de
ativacdo da cultura e de padronizag¢do das etapas de inoculagdo e preparagdo do indculo,
visto que nos ensaios em questdo passava-se para etapa de inéculo apds um certo tempo de
incubacdo, sem acompanhamento do seu crescimento. Sem tal acompanhamento nao se
pode perceber a inativagdo das células, sendo, por isso, necessarios tanto o
acompanhamento do crescimento do indculo quanto a manutengdo da cultura a cada trés
meses. Na Figura 4.1 pode-se perceber os resultados de um in6culo mal conduzido, quando

comparado a um cultivo normal de Z. mobilis nas mesmas condi¢des.

Cultivo atipico
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Figura 4.1 - Comportamento cinético de um cultivo de Z. mobilis com 10 g/L de glicose ¢
0,5 g/L de asparagina (¢ células, o glicose, 0 asparagina m aspartato, » ativividade, ~ pH e a

etanol).
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No cultivo atipico da bactéria, observa-se um crescimento mais lento (0,22 h',
enquanto a velocidade de crescimento tipica estd em torno de 0,32 h') e um menor
rendimento de células em enzima asparaginase (8,0 IU/g para o crescimento atipico e 13,0
[U/g para um cultivo tipico de Z. mobilis). Outro fator a ser observado ¢ o lento consumo
de glicose no crescimento atipico da bactéria, mais lento que o da fonte de nitrogénio, a
asparagina. Num cultivo tipico de 10 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina, as fontes de
carbono e de nitrogénio tendem a cessar praticamente no mesmo instante.

Apesar da atividade de asparaginase ser intracelular, muitos trabalhos abordam o
assunto utilizando a medi¢do IU/L de meio de cultura. Entretanto, para se conhecer a
eficiéncia da enzima produzida pelo microrganismo Z. mobilis, sera utilizada a atividade
especifica que mede a atividade de asparaginase por grama de peso seco de células.

A partir destes resultados foram realizados estudos para ativacdo da cultura tanto em
meio sélido quanto em meio liquido, estabelecendo o prazo de 3 meses para a reativacao
das mesmas. Também foi definido que cada etapa de preparo de indculo s6 era passada para
a etapa seguinte quando a cultura estivesse na fase exponencial de crescimento, a partir de

acompanhamento da absorbancia a 600 nm ao longo do tempo.

4.2 — Influéncia do Tamanho do Indculo

A inoculacdo ¢ a etapa mais importante de um processo fermentativo, visto que o
comportamento da enzima depende da velocidade de crescimento do microrganismo. Os
estudos do desenvolvimento do indculo permitem dar a confiabilidade necessaria ao
método. Ao mesmo tempo, a condi¢do de armazenamento da cultura, seja ela em meio agar
ou em meio liquido, em uma dada temperatura por um determinado tempo, deve ser
baseada em dados cientificos que possam afirmar que naquelas condi¢des 0 microrganismo

nao sofre alteragao.

Com a finalidade de verificar a influéncia do tamanho do indculo na produgdo da
asparaginase, realizaram-se fermentagdes com inoculos de 2%, 5% e 10% v/v. Na Figura
4.2, observa-se o perfil de concentracao de células em funcao do tempo.

Como era esperado, o tempo de fermentacdo diminui com o aumento do tamanho do
indculo. Os parametros bioquimicos globais foram aproximadamente iguais para as 3

condi¢des experimentais. Como pode ser observado na Tabela 4.1, as taxas especificas de
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crescimento e os fatores de conversao de substrato em células foram préximos, com valores
semelhantes aos encontrados na literatura para o crescimento de Z. mobilis em meio
complexo (meio rico). Devido ao fato da atividade de asparaginase com inoculo de 5% ter
sido superior em relacdo as demais condi¢des estudadas, esta condi¢do de indculo foi

empregada nos demais experimentos.

0,5
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Figura 4.2 — Comportamento do crescimento celular de Zymomonas mobilis em diferentes

tamanhos de inoculo (0 10% de inoculo, A 5% de indculo e o 2% de in6culo).

Tabela 4.1 — Comportamento das principais varidveis do processo de fermentagdo a 10 g/L

de glicose frente a diferentes percentuais de indculo.

2% 5% 10%
So (g/L) 10 10 10
Tempo (h) 18 14 10
p(h™h 0,26 0,30 0,30
Yxs (g/g) 0,040 0,038 0,036
Yyx (IU/g) 7,9 13,0 9,1

Os valores dos rendimentos foram calculados no final da fase exponencial de
crescimento, no tempo indicado na Tabela 4.1. A taxa especifica de crescimento foi
calculada na fase exponencial de crescimento, a partir da tangente da reta de In X em
funcdo do tempo. Observa-se que o fator de conversdo substrato em células reduz com o

aumento do inéculo. Entretanto, a maior diferenga entre as condigdes estudadas ocorre na
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produtividade em enzimas, onde o in6culo com 5% gerou uma produtividade cerca de 40%

superior as demais condigdes estudadas.

4.3 — Padronizacao da Metodologia de Analise de Atividade

Na revisao da literatura, observou-se que em alguns trabalhos emprega-se o tampao
tris-HCl para a reagdo de atividade, enquanto que em outros trabalhos a solugao utilizada ¢
o tampao fosfato. Visando uma obteng¢do de maior atividade de L-asparaginase, foram
realizados testes com tampao fosfato de sédio e com tampao tris-HCl, ambos em
concentracdo 0,05M e pH 8,6. Como pode ser observado na Tabela 4.2, a partir de um
cultivo com 10 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina, observou-se que o tampao tris-HCI

apresentou melhores resultados.

Tabela 4.2 — Influéncia do tampao na atividade de asparaginase.

Tempo Asparagina Atividade (I1U) Yux (IU/g)
h X (g/L) L
(h) (g/L) Tris-HCl Fosfato Tris-HCl Fosfato
6 0,29 0,27 0,06 0,03 5,48 2,77
8 0,48 0,17 0,12 0,09 6,10 4,33
10 0,55 0,10 0,13 0,13 6,14 5,75
11 0,55 0,06 0,16 0,13 7,34 5,61

Em média, a reagdo de atividade das células em tampao tris-HCl gerou um
rendimento em células cerca de 24 % superior que quando em presenca de tampao fosfato
nas mesmas condigdes de pH. Além disso, o tampao tris-HCl apresenta uma atividade
especifica mais estdvel com o tempo, tendo uma maior producdo de enzima com a bactéria
ja& na fase estacionaria de crescimento. O tampao fosfato, por sua vez, gera uma atividade
crescente, porém menos estavel ao longo do processo. Isto faz com que o tampao tris-HCl
seja 0o mais indicado para os estudos de atividade de asparaginase com a bactéria

Zymomonas mobilis.

4.4 — Determinacio Simultinea de Asparagina e Aspartato
O ensaio colorimétrico mais amplamente utilizado na determinagdo de aminoécidos

¢ baseado na formagdo de cor a partir de sua reagdo com ninhidrina. A ninhidrina (hidrato
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de triacetohidrindeno) reage com grupos o-amino livres para produzir aldeido, diéxido de
carbono e ninhidrina reduzida por meio de uma reagao em trés etapas.

A coloragdo purpura formada na reacdo de aminoacidos em solugdo acida com
ninhidrina ¢ atribuida ao anion de diacetohidrindilideno-diacetohidrindamina (DYDA). De
acordo com o mecanismo proposto por Ruhemann (1911), na presenca de ninhidrina os o.-
amino acidos sao oxidativamente deaminados e decarboxilados para os correspondentes -
aceto acidos. A amonia liberada, entdo, condensa com a forma reduzida da ninhidrina, a
hidridantina, para produzir DYDA (ptrpura de Ruhemann).

Sheng et al. (1993) observaram que, quando a concentragdo de ninhidrina ¢ o pH
eram mantidos constantes, a mistura asparagina-ninhidrina era dependente da concentragao
de asparagina, do tempo de incubacdao e da temperatura. Estabeleceu-se como condig¢ao
padrdo a solugdo de ninhidrina em alcool etilico 0,05% (peso/volume), a temperatura de
37°C e o tempo de incubagdo de 3 horas, condi¢do na qual a amostra permaneceu inalterada
por 2,5 h em banho de gelo.

Um total de 4,5 mL de uma solucio 0,05% (peso/volume) de ninhidrina em élcool
etilico foi misturado a 0,5 mL da amostra de aminoacido ¢ incubado por 3 horas a 37°C. O
sobrenadante da reagdo foi lido em espectro na faixa de 300 a 600nm, onde o branco foi a
mistura de 4gua com a solug¢ao de ninhidrina em alcool etilico sob as mesmas condi¢des das
amostras. Quando a solucdo de asparagina foi misturada com a solucdo alcoolica de
ninhidrina, uma coloragdo alaranjada foi sendo formada com o tempo, apresentando
espectro maximo de absor¢do em 350 nm. Quando a solugdo de aspartato foi misturada a
solugdo alcoolica de ninhidrina, uma coloragdo azulada foi sendo formada, apresentando
espectros maximos de absor¢do em 410 e 570nm. Quando a mistura das solugdes de
asparagina e aspartato foi tratada com ninhidrina em &lcool etilico de maneira similar,
obteve-se uma coloragdo varidvel e espectros de absor¢do maxima a 350, 410 e 570nm,
como mostra a Figura 4.3.

Na Figura 4.4, mostra-se o espectro de cores obtido com diferentes combinacdes da
mistura de asparagina e aspartato apos reacdo com ninhidrina. As setas indicam o aumento

da concentragdo dos componentes, que variaram de 0 a 0,5 g/L.
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Figura 4.3 — Espectro de absor¢ao UV-visivel do aminoéacido puro (asparagina (0,5 g/L) ou
aspartato (0,5 g/L)) e da mistura dos mesmos (0,25 g/L asparagina + 0,25 g/L aspartato) ao

se fazer uma varredura na faixa de 300 a 700 nm para os componentes .

Figura 4.4 — Reagdo de ninhidrina com diferentes concentracdes de asparagina e aspartato.

Com a finalidade de se determinar as concentragdes de asparagina e aspartato a
partir da absorbancia das amostras, analisou-se o melhor sistema de ajuste das equacdes nos

comprimentos de onda de 350, 410 e 570nm, gerando uma curva de calibracdo a partir de
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concentragdes. Na Figura 4.5 encontram-se os graficos de ajuste do sistema linear em
funcdo das concentragdes de asparagina e aspartato para cada comprimento de onda
analisado.

Tendo como base os espectros de absor¢do obtidos na Figura 4.3, sabe-se que a
absor¢do maxima da asparagina se da a 350 nm, enquanto que o aspartato tem absor¢ao
maxima em 410 e 570 nm. Os dados para o aspartato podem ser utilizados tanto a 410
quanto a 570 nm para a resolugdo do sistema de equagdes para a determinagdo simultanea
de asparagina e aspartato a ser definido, uma vez que ambos os comprimentos apresentaram
bom ajuste e ndo possuem diferenca significativa (dados ndo mostrados). Analisando-se
apenas um dos aminoacidos, observa-se um pequeno desvio entre os resultados, indicativo
da interferéncia de um aminoécido na leitura do outro aminoécido.

Assim, a partir de cada comprimento de onda foi obtida uma equagao do tipo
y=ax +bx, +c 4.1)

onde y ¢ a leitura de absorbancia no comprimento de onda determinado, X; € a concentragdo
de aspartato, X, ¢ a concentracdo de asparagina ¢ a, b e C s@o as constantes geradas para
cada comprimento de onda a partir da linearizacdo da curva de calibragdo.

A partir das leituras de absor¢do em 350 nm ¢ 570 nm gerou-se um sistema com 2

equagdes e 2 incognitas, do tipo

V.o =@,.X, +0,.X, +C
350 1+ 172 1 (42)
Y50 =8,.X, +b,.X, +C,

cuja solucdo resulta nas equacdes para a determinacdo de asparagina e aspartato na forma

_ bz-(y350 _C1)_b1-(Y570 _Cz)
a,b,-a,b
X, = _az-(yaso _C1)+a1-(y570 _Cz)
? a.h,—a,b,

X,

(4.3)




Figura 4.5 — Ajuste da fung@o linear da curva de calibragdo para cada comprimento de onda

analisado.
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Visando a qualidade das medidas e a eficiéncia e estabilidade do método proposto foi
realizado um controle interno de qualidade a partir de repeti¢cdes da curva de calibragdo, em
3 diferentes equipamentos, sendo que em um deles se realizou a leitura por fotometria e por
analise de varredura.

O controle interno de qualidade ¢ direcionado a avaliagdo do método analitico, onde a
atencao ¢ dada ndo somente a precisdo e veracidade, mas também aos limites de detecgao,
faixa de medida, linearidade/bom ajuste, recuperacao, robustez e
especificidade/seletividade. A validacdo, aqui, ¢ definida como o ajuste do método para
uma dada aplicacdo, sendo a variabilidade entre equipamentos considerada como um
substituto aceitavel da reprodutibilidade. Esquemas internos de validagcao preenchem um
importante nicho na metodologia geral de validacdo por causa de sua flexibilidade e sua
habilidade de gerar resultados rapidos para novos métodos.

A Tabela 4.3 apresenta as equagdes obtidas para cada curva de calibracdo gerada,
como também uma equacdo gerada pela jun¢do de todos os dados. Além disso, ¢
apresentado na tabela o erro de predicdo em cada comprimento de onda. O erro da

regressao (sz) foi calculado a partir da equacao de estimagao do erro experimental

o, = _F 4.4)
NE - NP

onde F (final loss) ¢ a soma dos residuos quadraticos, obtido a partir do programa

computacional Statistica®, NE ¢ o nimero de experimentos realizados ¢ NP o numero de

parametros estimados.

Fazendo-se uma varredura de comparacao entre os valores estimados e os valores
teoricos para cada equagdo obtida, encontrou-se em todos os casos um erro praticamente
muito proximo a zero. A Figura 4.6 ilustra o desempenho do modelo a partir dos graficos
de valores preditos versus valores observados, com 95% de confianca, para a andlise de

varredura em espectrofotometro UV1240.
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Figura 4.6 — Ilustragdo do desempenho analitico a partir da andlise de varredura das

amostras em espectrofotometro UV 1240.
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Tabela 4.3 — Sistema de equacdes da curva de calibragdo e incertezas para a determinacao

simultanea de asparagina e aspartato.

Equagoes Op?
UV1204f  y;5, =0,092£0,073.x, +4,476+0,043.X, +0,068£0,017 0,0019
Y0 =1,842+0,036.X; +1,266+0,036.X, +0,016£ 0,014 0,0013
Ys70 =1,695+0,029.X; +0,265+0,029.x, +0,001+£0,012 0,0009
UV1204v Y350 = 0,092£0,073.%; +3,855+0,073.X, +0,119+0,029 0,0054

Yaro = 1,855£0,021.%, +1,1770,021.X, +0,024 + 0,008 0,0005

Ys7o =1,7174£0,017.X, +0,211£0,017.X, +0,007 +0,007 0,0003

UV 1501 Y. =0,200+0,317.X, +2,457+0,317.X, +0,332+0,124 0,1021
Va0 =1,776+0,078.X, +0,963+0,078.X, +0,116+0,031 0,0062

Y570 =1,693+0,028.X, +0,280+0,028.X, +0,033+0,011 0,0008

UV 2201 y,q, =0,04740,045.X, +4,090+0,045.x, +0,073+0,018 0,0029
Va0 = 1727+0,016.X, +1,225+0,016.X, + 0,006 + 0,006 0,0002

Y570 =1,595+0,011.%, +0,286+£0,011.X, —0,015+0,005 0,0001

Todos Yis0 = 0,107 £0,109.X, +3.719+0,109.X, + 0,148+ 0,043 0,0498
Yato = 1,80040,027.X, +1,158+0,027.X, +0,041+ 0,010 0,0029

Y57 = 1,675£0,017.X, +0,260%0,017.X, + 0,007 +0,007 0,0012

4.5 — Influéncia da Fonte de Nitrogénio na Producio de Asparaginase

De forma a analisar a influéncia da fonte de nitrogénio na producao de asparaginase,
foram realizados ensaios com asparagina, aspartato e sulfato de amdnio como fontes de
nitrogénio. As Figuras 4.7a e b apresentam as curvas de crescimento e de producdo da
enzima, respectivamente. O processo fermentativo partiu de um mesmo inéculo de células
centrifugadas e lavadas com NaCl estéril 0,85%.

As taxas especificas de crescimento e os fatores de conversdo de substrato em
células foram praticamente semelhantes, variando-se apenas a quantidade de enzima
produzida, o que gerou uma atividade especifica final de asparaginase para o meio com
aminoacido cerca de 25% maior do que para com uma fonte inorganica de nitrogénio (9,0
IU/g células). Este resultado demonstra que o aminoacido ¢ uma excelente fonte de
nitrogénio para enzima e, também, mostra a necessidade de uma melhor compreensdo das

relacdes entre o metabolismo de carbono e do nitrogénio em células de Zymomonas
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mobilis, de forma a entender o mecanismo de indugdo da sintese da asparaginase, o que
pode vir a gerar uma produgdo de atividade ainda maior. Resultados finais de cultivos em
meio rico, utilizando extrato de levedura como fonte de nitrogénio, também mostram a
produgdo de asparaginase, em torno de 4,0 IU/g células em peso seco, que, em conjunto
com os dados obtidos com a fonte inorganica de nitrogénio, comprovam que a enzima ¢

constitutiva.
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Figuras 4.7a e b — Perfis de concentragdo de células de Zymomonas mobilis e da atividade
de asparaginase a partir de diferentes fontes de nitrogénio (A sulfato de amonio, ¢

asparagina e 0O aspartato).

A partir da Tabela 4.4 pode-se concluir que, apesar de haver producdo de
asparaginase em meio rico € em meio minimo com fonte inorganica de nitrogénio, ¢ o
aminoacido o melhor nutriente para a sintese da enzima. E, embora o aspartato tenha
gerado uma produtividade de enzimas superior a asparagina, utilizar-se-a em alguns ensaios

a asparagina como fonte de nitrogénio.

Tabela 4.4 - Principais variaveis do crescimento de Z. mobilis em meio minimo utilizando

diferentes fontes de nitrogénio em comparagdo com o cultivo da bactéria em meio rico.

Asparagina  Aspartato Sulfato Extrato lévedo
p(h™) 0,25 0,26 0,34 0,29
Yxs (g/g) 0,038 0,033 0,041 0,044
Yux max (IU/g) 9,44 10,93 8,58 4,57

Yux final (IU/g) 8,20 10,03 6,79 3,64
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4.6 — Variacao da Concentracio da Fonte de Carbono

Visando estudar a relagdo entre carbono e nitrogénio na atividade de asparaginase,
realizaram-se estudos em diferentes concentragdes de glicose (1, 5, 10, 30 e 50 g/L) e
asparagina em torno de 0,5 g/L. Para que todos os cultivos partissem da mesma condicao,
utilizou-se para todos os ensaios um indculo de células centrifugadas e lavadas com solugao
estéril de NaCl 0,85%, originadas de um cultivo de 10 g/L de glicose e 0,5 g/L de
asparagina. Observou-se que nos cultivos com 1 e 5 g/L de glicose ainda hd um residual de
asparagina no meio apds a exaustao da glicose. Ja no cultivo com 10 e 30 g/L de glicose, a
asparagina e a glicose foram exauridas do meio praticamente ao mesmo tempo. No cultivo
com 50 g/L de glicose ha um residual de glicose em torno de 10% da condigao inicial apos
o término da asparagina. A Tabela 4.5 apresenta os principais parametros cinéticos obtidos

no crescimento da bactéria frente a diferentes concentragdes de glicose.

Tabela 4.5 — Parametros cinéticos para o crescimento de Z. mobilis frente a diferentes

concentragdes de glicose na fermentacdo e inoculo com 10 g/L de glicose.

1g/L S5g/L 10g/L 30gL  50g/L

u(h™) 0,20 0,21 0,24 0,28 0,29
Yxs (2/8) 0,093 0,027 0038 0019 0015
X final (g/L) 0,115 0,152 0,401 0,632 0,685
Yyx final IU/g) 25,68 9,54 8,20 9,77 9,47

O elevado valor de Yxs para 1 g/L. de glicose indica a utilizagdo de uma outra fonte
de carbono, que nesse caso pode ser o aspartato que estd sendo gerado durante o
crescimento. No ensaio com 50 g/L, por haver um residual de glicose e exaustdo da fonte
de nitrogénio, observou-se que, diferentemente do que ocorreu nos demais ensaios, também
ndo houve acumulo de aspartato e o fator de conversdo substrato em células foi menor do
que o geralmente encontrado na literatura para a bactéria Zymomonas mobilis, que esta na

faixa de 0,03 a 0,04.

Um fato que merece um estudo mais detalhado ¢ o alto rendimento de células em
enzima no cultivo com 1 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina, praticamente o triplo do

obtido nas demais concentracdes de glicose. A utilizagdo de uma outra fonte de carbono
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apds o término da glicose, no caso, o aspartato, favorece a sintese de asparaginase da

mesma forma que no cultivo de E. coli (Cedar e Schwartz, 1968).

A titulo de comparagao e verificagdao da influéncia do indculo no crescimento, novas
reagoes com diferentes concentragdes de glicose e concentragdo de asparagina 0,5 g/L
foram realizadas. Desta vez, ao invés das etapas de indculo terem a mesma concentragao de
glicose (10 g/L), como ocorrido nos experimentos anteriores, cada corrida experimental
terd a mesma concentragdo de glicose tanto para as etapas do indculo quanto para a
fermentacdo. As fermentagdes realizadas, conforme ilustrado na Tabela 4.6, mostraram um

perfil semelhante ao encontrado nos resultados anteriores.

Tabela 4.6 — Parametros cinéticos para o crescimento de Zymomonas mobilis frente a
diferentes concentragdes de glicose com etapas de indculo e fermentagdo com mesma

quantidade de substrato.

4 g/L 10 g/LL 30 g/L.

u(h™) 0,29 0,30 0,32
Yxs (g/g) 0,063 0,038 0,020
Xinal (/L) 0,274 0,394 0,676
Yux final (IU/g) 7,71 6,43 9,22

A Tabela 4.6 mostra que, independente do in6culo utilizado, em concentragdes de
glicose menores ou iguais a 4 g/L ha um aumento dos rendimentos de substrato em células
e de células em enzimas. Ao mesmo tempo, em concentragdes de glicose maiores ou iguais
a 30 g/L, apesar de haver crescimento celular, o rendimento de substrato em células ¢

baixo, valor este muito inferior ao encontrado na literatura.

4.7 — Influéncia da Glicose na Producido da Enzima

Um ensaio em duplicata sem adi¢do de glicose, com asparagina e aspartato em
concentragdo em torno de 0,5 g/L, foi realizado para avaliar se a glicose inibia a producao
de asparaginase, semelhante ao descrito por Cedar e Schwartz (1968) para a célula de E.
coli, onde grandes quantidades da enzima foram produzidas pela bactéria na auséncia de

acucares e presenca de grandes quantidades de aminodcidos. Dois outros experimentos
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foram conduzidos em paralelo, tendo em ambos 1 g/L de glicose e 0,5 g/L. do aminoéacido,
asparagina ou aspartato.

As Figuras 4.8a e b mostram o comportamento da cinética de crescimento e seus
desvios. Um rdpido crescimento nas oito primeiras horas de cultivo € observado nos ensaios
com glicose, enquanto que o crescimento com asparagina € aspartato apresentou uma
cinética mais lenta, gerando uma taxa especifica de crescimento de 0,21 h™' e atividade em

torno de 4 IU.

a 025 b 0,15
0,20 - 5 0,12 -
=015 - ¢ o ,
RO,lS ; % % z : _§ 0,09
~ 10 - PaY o] il
> 0,10 4} T s z 0,06 %
0,05 j% A < 003 - %
0,00 - \ \ \ \ \ 0,00 T I I \ \
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h) Tempo (h)

Figuras 4.8a e b — Perfis de concentracdo de células de Zymomonas mobilis ¢ da atividade
de asparaginase a partir de diferentes fontes de carbono e de nitrogénio (¢ glicose e

asparagina, A glicose e aspartato, 0 asparagina e aspartato).

Nos experimentos com glicose, a mesma foi exaurida em torno de 6 horas de
cultivo. Apds a exaustdo da glicose, fonte que fornece carbono e energia mais rapidamente
para o crescimento, a bactéria comega a utilizar o aspartato como fonte de carbono,
mostrando um crescimento mais lento e uma sintese de enzimas mais rapida. Este
comportamento ¢ idéntico ao mecanismo de regulagdo catabolica do carbono (CCR), que
ocorre na sintese de asparaginase por Enterobacter aerogenes, evidenciada por Mukherjee
et al. (2000).

Nas Figuras 4.8a e b observa-se que ap6s 18 horas de cultivo, nos trés ensaios
observados, ha uma queda em alguns pontos experimentais. Isto ¢ devido a troca de frasco
das corridas experimentais da duplicata, em fun¢ao do término da cultura dos frascos

iniciais, onde as coletas estavam sendo realizadas anteriormente. Este resultado mostra
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como a troca de frasco pode influenciar o processo, mesmo que ambos possuam um mesmo
inoculo inicial. Comparando-se os ensaios em duplicata, pode-se observar que o erro
gerado na operagdo de troca de frasco ¢ em torno de 35%.

A atividade especifica méxima de asparaginase no ensaio com asparagina e
aspartato foi em torno de 30,2 IU/g por peso seco de células. Estes resultados sdo muito
superiores aos maximos obtidos com glicose e asparagina (16,41 1U/g) ou com glicose ¢
aspartato (19,3 [U/g). Os graficos indicam que, apesar de uma cinética mais lenta, a
utilizacdo de quantidades adequadas de um aminodcido ou grupos de aminoacidos como
fontes de carbono e de nitrogénio podem vir a estimular a producdo da enzima pela

bactéria.

4.8 — Avaliacdo da Reprodutibilidade dos Experimentos

Tendo-se em vista que o escopo da pesquisa envolve a avaliacdo das fontes de erro e
o controle de todas as varidveis do processo para a minimiza¢do dos mesmos, a0 mesmo
tempo que dois ou mais ensaios foram realizados numa mesma condi¢do, investigou-se a
reprodutibilidade das anélises em cada condig¢do de cultivo, como mostram as Figuras 4.9 a
4.15, analisando-se a média e o desvio padrdo de cada amostra ao longo do tempo.

A reprodutibilidade de experimentos se refere ao grau de concordancia entre os
resultados das medigdes de um mesmo mensurando, efetuadas sob condi¢des variadas de
medicao, enquanto que a repetitividade de ensaios se refere ao grau de concordancia entre
resultados de medicdes sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas exatamente sob as
mesmas condi¢des de medicao.

Nos graficos apresentados, os simbolos mostram a média entre a reprodutibilidade
dos experimentos e as barras representam o desvio padrdo da reprodugdo destes ensaios.

De um modo geral, observam-se desvios bem pequenos nos perfis de concentragao
de células, de glicose, de etanol e de pH, a0 mesmo tempo em que para a asparagina, em
alguns instantes de cultivo, grandes desvios sdo observados. Nos graficos do aspartato,
geralmente se observa que os maiores desvios se encontram quando nao hd mais asparagina
no meio. Estes desvios podem ser devido a uma influéncia da metodologia analitica
simultdnea de dosagem da asparagina e do aspartato, apesar de o desvio encontrado ao se

realizar a leitura de apenas um aminoacido ser muito pequeno. Tal influéncia pode ser
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resultante ndo apenas da analise em si, como também do armazenamento das amostras
centrifugadas dos cultivos fermentativos, uma vez que a metodologia analitica inicial
realizava analise apenas da asparagina e o método colorimétrico de dosagem simultanea foi
desenvolvido ao longo do trabalho.

Todavia, de um modo geral, pode-se observar que as maiores variabilidades na
reproducao dos ensaios estdo relacionadas com a atividade de asparaginase, o principal
produto de interesse. Tal dispersdo, ao contrario dos grandes desvios para a asparagina ou o
aspartato no inicio e no final de cultivo, respectivamente, ¢ observado ao longo de todo o
cultivo.

Em todas as condi¢des estudadas com glicose como fonte de carbono e energia e
asparagina como fonte de nitrogénio observou-se que em ao menos um dos experimentos a
formagao de aspartato foi muito pequena, ocorrendo em muitos casos no final da fase
exponencial de crescimento. Nos experimentos com glicose como fonte de carbono e
aspartato como fonte de nitrogénio foi verificado que em um dos ensaios o aspartato foi
totalmente consumido, enquanto no outro apenas 42% do aspartato foi consumido. Como
citado anteriormente, isto gerou uma grande dispersdo nos resultados analiticos para o
aspartato, que pode ser devido tanto a influéncia da metodologia analitica simultdnea de
dosagem de asparagina e aspartato, quanto a varia¢des ocorridas devido ao armazenamento
das amostras, uma vez que em muitos ensaios tal analise s6 foi realizada ap6s um certo
tempo de acondicionamento em congelador, quanto pelo fato de que em um dos ensaios
houve troca de frasco ap6s 18 horas de cultivo.

Uma das possiveis causas da grande dispersdo na analise de atividade em todas as
condig¢des estudadas pode ser a sensibilidade do método de dosagem de amonia, a reacao de

Nessler, ou a propria reagdo enzimatica do método de dosagem da atividade asparaginasica.
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Figura 4.9 — Avaliacdo da reprodutibilidade de 3 ensaios no cultivo de Z. mobilis com 1g/L

de glicose + 0,5 g/L de asparagina.
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Figura 4.10 — Avaliagdo da reprodutibilidade de 2 ensaios no cultivo de Z. mobilis com 5

g/L de glicose + 0,5 g/L de asparagina.
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Figura 4.11 — Avaliagdo da reprodutibilidade de 4 ensaios no cultivo de Z. mobilis com 10

g/L de glicose + 0,5 g/L de asparagina.
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Figura 4.12 — Avaliagao da reprodutibilidade de 2 ensaios no cultivo de Z. mobilis com 30

g/L de glicose + 0,5 g/L de asparagina.
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Figura 4.13 — Avaliacdo da reprodutibilidade de 2 ensaios, com condi¢do de indculo

diferente, no cultivo de Z. mobilis com 10 g/L de glicose + 0,5 g/L de sulfato de amonio.
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Baseando-se nos resultados obtidos e com todo o histdrico de cada processo, fez-se
uso dos diagramas de causa e efeito, ferramenta utilizada para apresentar a relagao existente
entre o resultado de um processo (efeito) e os fatores (causas) que podem afetar o resultado
do mesmo. Tal diagrama, também denominado espinha de peixe ou diagrama de Ishikawa,
¢ freqiientemente utilizado para sumarizar ¢ apresentar as possiveis causas do problema
considerado, atuando como um guia para a identificacdo da causa fundamental do problema
e para a determinagdo das medidas corretivas que deverdo ser adotadas. No estudo em
questdo, trés foram os processos analisados: o preparo do meio de cultivo, o preparo de

inéculo e o procedimento analitico, representados pelas Figuras 4.16 a 4.18,

respectivamente.
Medida Metodo Mio-de-obra
i o Y,
Preparo e esterilizagio Cuidados na assepsia,
gtn gripos sepatados : : .
- rristura e inoculagio
Ldeuacio e conflanga o " .
nas medidas 1stura apos .
esterillizagio Preparo do reio
, 0
Toleréncia i
das medides M, Preparo do
meio de cultivo
Clarmara de floo Grau de pureza
Threivagio dos reagentes
B a termperatura, impeza, .. ,-""
5 Validade dos
/ reagentes
utaclave
Maquina Meio ambiente Material

Figura 4.16 — Diagrama de causa e efeito para o processo de preparo de meio de cultivo.
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crescirmento Ilanmsein
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/ Thiredriacio dos reagentes
, termperatura, limpeza, ...
Centrifuga P 1 . s
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Magquina Meio amhbiente Material

Figura 4.17 — Diagrama de causa e efeito para o processo de preparo de indculo.

Medida Meétodo Mio-de-obra
Y Ternpo de )
I deguagio e condianga centr?fug&;ﬁn Cridados na assepsia
nas medidas % e coleta de amostras
\ Incerteza das medidas "~,I
W, .
- Reprodutibilidade TR
Bepetibilidade " da pipeta
Validagao dos métodos
\; e Procedimento
. analitico
Cenjnfuga Gran de pureza
Espectrofotimetro Tarodnagin, doz re?gentes
pHstro termperatura, lirnpeza,... Validade das solugfies
i preparadas para andlise
Cromatdgrafn Fstocager de
Banho térinicu:: amostras e solugdes
i
Magquina Meio ambiente Material

Figura 4.18 — Diagrama de causa e efeito para o procedimento analitico.

A partir das analises dos diagramas, chegou-se a conclusdo de que as possiveis

fontes de erro encontradas sdo:

» Instrumentos e materiais de analise, tornando-se necessaria a analise das fontes

de incerteza de cada equipamento e/ou material utilzado;
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» O preparo do meio de cultivo, onde cada componente ¢é esterilizado
separadamente e misturado assepticamente em camara de fluxo, gerando uma
variabilidade no processo devido a transferéncia de volume;

» O preparo do in6culo, que necessita de uma padronizacao de cada etapa para que
a transferéncia ocorra na fase exponencial de crescimento. Além disso, o volume de
in6culo deve ser ajustado em funcao da massa para garantir a mesma concentragao
de células em todos os experimentos;

» A metodologia analitica, onde uma repetitividade das mesmas permitiria avaliar
a média, desvio padrdo, coeficiente de varia¢ao e intervalos de confianga de cada
método;

» O tempo e a temperatura de armazenamento das amostras coletadas e das
solu¢des utilizadas nas analises;

» Validade, pureza e condigdes corretas de manuseio e estocagem dos reagentes.

4.9 — Avaliacdo do Erro nos Instrumentos de Analise
Nesta etapa, tem-se como objetivo identificar as maiores fontes de incerteza
associadas aos instrumentos de medi¢do utilizados e compreender seus efeitos sobre o

mensurando, adquirindo confiabilidade metroldgica e, conseqiientemente, credibilidade das

medigdes obtidas.

4.9.1 — Balanca Analitica

Nas balancas analiticas, a calibracdo propriamente dita possui duas fontes de
incerteza: a sensibilidade e a linearidade da balanca. O certificado de calibragdo da balanga
fornece um erro de indicagdo equivalente a + 0,2 mg para a linearidade, valor da diferenca
maxima entre a carga real e a leitura da balanga. Trata-se de uma declaracdo de incerteza
sem informagdes relativas ao comportamento da varidvel dentro do intervalo especificado.
Na avaliacdo de incerteza da balanca, o fabricante recomenda a utilizagdo de uma
distribui¢do retangular para converter a contribui¢do de linearidade para uma incerteza
padrao.

A variancia estimada para a balanga ¢, portanto:
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, a
3 (4.5)
o= 0.2 =0,12mg (4.6)

NG

onde a ¢ a amplitude para a linearidade e o valor 3 se refere a distribuicdo de probabilidade
do tipo triangular.

Esta contribuig¢do tem de ser contada duas vezes, uma vez para a tara e outra para o
peso bruto, pois cada um deles ¢ uma observacao independente e os efeitos de linearidade
nao sao correlacionados. Isto dé para a incerteza padrao da massa (U) um valor de 0,23 mg.

As Tabelas 4.7 ¢ 4.8 mostram a variabilidade do resultado da medigdo nas duas
balangas utilizadas no Laboratorio de Bioprocessos, obtida através de 10 pesagens
sucessivas de pesos padrdo conhecidos. Os pesos padrio utilizados foram da marca
TROEMNER Inc., classe 4, com variagao de 1 mg a 100 g.

A amplitude (R) ¢ definida como a diferenca entre o maior € o menor valor obtido
nas leituras. O %exatidao ¢ a relacao entre a média e o valor real. O coeficiente de variacao,

que exprime a precisdo do processo, € a relagao entre o desvio padrdo da andlise e a média.

R=X maximo X minimo (47)
% exatidio = 100— 4.8)
real
(o2
% CV = 100? (4.9)

A analise de varidncia ¢ um teste estatistico amplamente difundido entre os
analistas, e visa, fundamentalmente, verificar se existe uma diferenca significativa entre as
médias e se os fatores exercem influéncia em alguma variavel dependente. Assim, em

todos os instrumentos analisados também foi realizado o teste F para verificar se as
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variancias amostrais sdo equivalentes. O teste foi realizado com base nos menores e
maiores valores dos desvios padrao da repetitividade das 10 medidas. Se o valor de F* (F
calculado) ¢ menor que o valor de F tabelado no limite de confianga analisado, o resultado
da anélise ndo ¢ significante, ou seja, as diferencas entre as medidas sdo apenas aleatérias.

Para 95% de confianga, sabe-se que:

F0,975 < F* < F0,025 (410)
2
F" = maior. @.11)
(e}

Vale salientar que tais estudos admitem implicitamente que as medidas
experimentais estdo distribuidas de forma normal e que todas as medidas representam o

mesmo fendmeno.

Tabela 4.7 - Avaliacdo da incerteza associada a massa na balanca analitica Explorer

OHAUS de 3 casas decimais.

mg g
5 10 20 50 100 500 2 10 20 50 100
1 50 11,0 200 500 101,0 500,0 2,000 10,000 20,000 50,000 100,001
2 50 10,0 200 50,0 100,0 501,0 2,000 10,000 20,000 50,000 100,001
3 50 100 200 50,0 100,0 500,0 2,000 10,001 20,000 50,000 100,001
4 50 100 200 50,0 100,0 500,0 2,000 10,000 20,001 50,001 100,000
5 50 11,0 200 50,0 100,0 500,0 2,000 10,000 20,001 50,001 100,000
6 50 10,0 200 50,0 100,0 500,0 1,999 10,000 20,000 50,000 100,001
7 50 10,0 200 49,0 100,0 500,0 2,000 10,000 20,000 50,000 100,001
8 50 100 200 50,0 100,0 500,0 2,000 10,000 19,999 50,001 100,001
9 40 100 190 50,0 99,0 4990 2,000 9,999 19,999 50,000 100,002
10 50 100 200 51,0 100,0 501,0 2,001 10,000 20,000 50,001 100,000
média 49 102 199 50,0 100,0 500, 2,000 10,000 20,000 50,000 100,001
amplitude 1,0 1,0 10 20 20 20 0002 0002 0,002 0001 0,002
desvio padtio 032 042 032 047 047 057 0000 0000 0,001 0001 0,001
incerteza 025 027 025 027 027 029 0,000 0000 0000 0000 0,000
% exatidio 980 1020 995 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0  100,0

coef. variagido (%) 6,45 4,13 1,59 0,94 047 0,11 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tabela 4.8 - Avaliacdo da incerteza associada a massa na balanca Mettler AE260 de 4 casas

decimais.
mg g

2 5 10 50 100 500 2 10 20 50 100

1 2,1 5,0 98 50,0 100,0 500,0 2,0000 9,9999 20,0000 50,0000 100,000

2 2,0 50 100 50,0 100,0 500,0 2,0000 10,0000 20,0001 50,0000 100,000

3 2,0 50 100 50,0 100,0  499,9 2,0001 10,0000 20,0000 50,0000 100,000

4 1,9 49 10,0 50,1 100,0 500,0 2,0000 9,9999 20,0001 50,0000 100,000

5 2,0 50 100 49,8 100,0  500,0 2,0000 10,0000 20,0000 50,0000 100,000

6 2,0 50 100 50,0 100,0 500,0 12,0000 9,9999 20,0001 50,0000 100,000

7 2,0 50 10,0 50,0 100,0 500,0 2,0001 10,0000 20,0001 50,0000 100,000

8 2,0 50 100 50,0 100,0 500,0 2,0000 10,0000 20,0000 49,9999 100,000

9 2,0 50 10,0 50,0 99,9  500,0 2,0000 9,9999 20,0000 50,0000 100,000

10 2,0 50 10,0 50,0 100,0 500,0 2,0000 10,0000 20,0000 50,0000 100,000
média 2,0 50 100 50,0 100,0 500,0 2,0000 10,0000 20,0000 50,0000 100,0000
amplitude 0,2 0,1 0,2 0,3 0,1 0,1  0,0001 0,000 00001 0,0001 0,0000
desvio padrdio 005 0,03 006 007 003 0,03 00000 00001 00001 00000 00000
incerteza 023 023 023 023 023 023 00002 00002 00002 00002 0,0002

% exatiddo 100,0 99,8 99,8 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0  100,0
coef. vatiagio (%) 236 063 063 0,15 003 001 000 000 000 0,00 0,00

Os dados apresentados indicam que as balangas analiticas ndo apresentam
variabilidade significativa para serem apontadas como fonte de erro em nosso processo. Na
balanga OHAUS, por se ter apenas 3 casas decimais, a incerteza da medi¢do em mg esta
cerca de 10% acima da incerteza padrdao definida pelo fabricante (0,12 mg). Todavia, isto
ndo vem a desqualificar o instrumento, uma vez que se obteve % exatiddao proximo a 100%
e valores de coeficiente de variagao inferiores a 15%.

Na Tabela 4.9 , aplica-se o teste F entre o maior € o menor valor do desvio padrao
da massa encontrada em cada balanca e observa-se que, com 95% de confianga, as
variancias sdo consideradas equivalentes apenas para a balanca OHAUS, pois os seus
valores encontram-se dentro da faixa de confianga de 0,25 < F* < 4,03. Para a balanca
Mettler, o valor de F* esta acima do valor tabelado, mostrando que as varidncias sio
estatisticamente diferentes, mesmo apresentando a incerteza dentro da faixa estabelecida
pelo fabricante e coeficiente de variagdo inferior a 15%, valor este definido para a precisdo

de uma medida analitica.



Tabela 4.9 — Analise do teste F para a balanga analitica

Balangca OHAUS Balanga Mettler
Maior desvio 0,57 0,07
Menor desvio 0,32 0,03
F* 3,17 5,44
p (F <F¥) 0,95 0,99

4.9.2 — Medidor de pH

99

Para o pHmetro, a calibracdo do mesmo ¢ verificada diariamente pelo uso de duas

solugdes tampao, pH 7,0 e pH 4,0. O pHmetro utilizado, Mettler MP220, possui um

indicativo de boa funcionabilidade (instalagdo e estabilidade) do aparelho e do eletrodo

apods o ajuste com as solucdes tampado. Apesar disto, foram realizadas medidas nos tampdes,

na agua destilada e no meio de cultivo, antes e apds o ajuste do pHmetro com as solugdes

tampao. A Tabela 4.10 apresenta os dados obtidos a partir das leituras realizadas

aleatoriamente, com temperaturas das amostras na faixa de 22°C <T<25°C. A precisao

relativa do aparelho para a leitura do pH é £ 0,01.

Tabela 4.10 - Avaliacdo da incerteza associada ao pHmetro Mettler MP220.

Antes do ajuste

Apos ajuste

7,0 4,0 Agua Meio 7,0 40 Agua Meio

1 7,00 4,02 566 622 7,00 400 519 6,30

2 7,00 4,01 562 627 7,00 401 518 6,30

3 6,99 4,01 553 632 7,00 400 5,10 6,30

4 6,99 4,01 559 6,18 7,00 402 5,06 6,28

5 6,99 4,01 551 623 6,99 402 513 6,29

6 6,99 4,00 559 632 7,00 401 520 6,27

7 6,99 4,01 551 626 7,00 4,00 512 6,27

8 7,00 4,02 557 624 7,00 401 513 6,29

9 6,99 4,01 552 625 7,00 400 511 6,30

10 6,98 4,00 560 624 699 400 518 6,27
média 6,99 4,01 557 625 7,00 401 514 6,29
amplitude 0,02 0,02 0,15 0,14 0,01 0,02 0,14 0,03
desvio padrio 0,01 0,01 0,05 0,04 000 001 0,05 0,01
precisio 0,00 0,00 0,01 001 000 000 0,01 0,00

% exatiddo 99,89 100,25 99,97 100,18

coef. variagdo (%) 0,09 0,17 092 0,69 006 021 0,89 0,21
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Os dados apresentados antes e apds a calibragdo do aparelho indicam que as
medidas estdo dentro da precisdo do aparelho, além de mostrar que mesmo sem a
calibracdo diaria o aparelho opera em boas condigdes.

Como observado na Tabela 4.10, pode-se concluir que a precisdo do aparelho para
todas as medidas estd dentro da faixa estabelecida pelo fabricante, de 0,01. O teste F
aplicado entre os desvios dos componentes, antes ¢ depois do ajuste, mostra que os valores
de F* estdo dentro da faixa de confianca de 95% (0,25 < F* < 4,03), indicando que as
variancias podem ser consideradas equivalentes. Entretanto, levando-se em conta apenas as
medigOes e tomando-se a relagdo entre o menor desvio e o maior desvio, tanto antes quanto
depois do ajuste, as varidncias ndo podem ser consideradas equivalentes, uma vez que os
valores de F* calculados sdo inferiores ao valor tabelado para 95% de confianca. Isto indica
a necessidade diaria de ajuste do pHmetro ndo apenas para se avaliar as condi¢des do

eletrodo, mas também para se evitar possiveis erros sistematicos na medida.

4.9.3 — Medi¢ao de volume com pipeta volumétrica

A verificagdo do desempenho da pipeta, na realidade, avalia o conjunto (pipeta +
ponteira + operador). Nesta avaliacdo, todos os tipos de ponteiras ajustaveis a cada pipeta
foram analisadas e ndo se leva em conta perdas por evaporacdo para volumes inferiores de
50uL. Também, na conversdao para volume das massas obtidas na balanca, ndo sao feitas
corregOes referentes a temperatura e pressdo, da mesma forma que ndo foi realizado na
avaliacdo das balangas.

Os testes foram realizados na balanga OHAUS, que ¢ a balanga mais utilizada no
laboratdrio para o preparo de solugdes. Para cada faixa de volume da pipeta Eppendorf,
faixas de conformidade para a exatiddo e precisdo sdo definidas pelo fabricante nos
volumes minimo, intermedidrio e médio de cada pipeta, conforme mostra a Tabela 4.11.

As Tabelas 4.12 a 4.15 apresentam os dados obtidos nas varreduras com diferentes
ponteiras e pipetas, tendo a agua destilada como parametro de pesagem, uma vez que ¢

sabido que 1 uL equivale a 1 mg.



101

Tabela 4.11 — Especificacdes técnicas das pipetas Eppendorf fornecidas pelo fabricante.

Faixa Volume (uL) Exatidao Exatidao Precisido
2 +0,12 pL. +£50% <1,5%
2-20 pL 10 +0,12 uL +£12% < 0,6%
20 +0,20 plL. +1,0% < 0,3%
20 +0,50 uL +2,5% < 0,7%
20 - 200 pL 100 +1,0 pl. +1,0 % <0,3%
200 +1,2 ul +0,6 % < 0,2%
100 +3,0 L +£3,0% < 0,6%
100 — 1000 pL 500 +5,0 uL +1,0 % < 0,2%
1000 +6,0 ul. +0,6 % < 0.2%
500 +12 uL +2.4% < 0,6%
500 — 5000 pL 2500 +30 uL £1.2% < 0,25%
5000 +30 L +0,6 % < 0,15%

Tabela 4.12 — Avaliag¢do da conformidade da pipeta automatica de 2 — 20 pL.

Pipeta 2 - 20 pLL ponteira branca Eppendorf ponteira amarela Brand
2 10 20 2 10 20
1 2,0 9,0 19,0 2,0 10,0 20,0
2 2,0 10,0 19,0 2,0 10,0 19,0
3 2,0 8,0 19,0 1,0 10,0 20,0
4 1,0 11,0 20,0 2,0 10,0 20,0
5 2,0 9,0 20,0 2,0 9,0 19,0
6 1,0 10,0 19,0 2,0 10,0 19,0
7 2,0 9,0 21,0 2,0 10,0 20,0
8 1,0 10,0 19,0 1,0 10,0 20,0
9 2,0 9,0 20,0 1,0 10,0 19,0
10 2,0 10,0 20,0 2,0 10,0 19,0
média (uL) 1,70 9,50 19,60 1,70 9,90 19,50
amplitude (uL) 1,00 3,00 2,00 1,00 1,00 1,00
exatidao (uL) -0,30 -0,50 -0,40 -0,30 -0,10 -0,50
exatiddo (%) 15,0 5,0 2,0 15,0 1,0 2,5
desvio padrio (uL) 0,48 0,85 0,70 0,48 0,32 0,53
coef. variagao (%) 28,41 8,95 3,57 28,41 3,19 2,70

Por existirem 2 pipetas automaticas na faixa de 20 — 200 pL, avaliou-se a precisdo e

exatiddo em ambas. A diferenga entre ambas estd em uma marcagao na propria pipeta.
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Tabela 4.13 — Avaliagdo da conformidade das duas pipetas automaticas de 20 — 200 uL.

Pipeta 20 - 200 pL

ponteira branca Eppendorf

ponteira amarela Brand

marcada 16/04/03 20 100 200 20 100 200
1 20,0 99,0 200,0 21,0 100,0 200,0

2 21,0 100,0 201,0 21,0 98,0 199,0

3 21,0 99,0 201,0 20,0 100,0 198,0

4 20,0 101,0 201,0 21,0 100,0 200,0

5 19,0 100,0 200,0 20,0 100,0 200,0

6 20,0 100,0 200,0 21,0 100,0 200,0

7 20,0 100,0 201,0 20,0 100,0 200,0

8 20,0 100,0 201,0 21,0 100,0 200,0

9 21,0 100,0 200,0 21,0 97,0 197,0

10 19,0 100,0 200,0 21,0 100,0 198,0

média (uL) 20,10 99,90 200,50 20,70 99,50 199,20
amplitude (uL) 2,00 2,00 1,00 1,00 3,00 3,00
exatidio (L) 0,10 0,10 0,50 0,70 0,50 0,80
exatidio (%) 0,5 0,1 0,3 3,5 0,5 0,4
desvio padrio (uL) 0,74 0,57 0,53 0,48 1,08 1,14
coef. variagio (%) 3,67 0,57 0,26 2,33 1,09 0,57

Pipeta 20 - 200 pLL

ponteira branca Eppendorf

ponteira amarela Brand

sem marcacio 20 100 200 20 100 200

1 20,0 100,0 201,0 20,0 101,0 201,0

2 21,0 101,0 202,0 21,0 101,0 201,0

3 21,0 101,0 202,0 21,0 101,0 201,0

4 21,0 101,0 202,0 20,0 101,0 201,0

5 21,0 101,0 202,0 21,0 99,0 201,0

6 21,0 99,0 202,0 19,0 102,0 201,0

7 21,0 101,0 201,0 20,0 101,0 201,0

8 21,0 101,0 202,0 21,0 99,0 201,0

9 20,0 101,0 202,0 20,0 101,0 201,0

10 21,0 99,0 202,0 21,0 101,0 201,0

média (uL) 20,80 100,50 201,80 20,40 100,70 201,00
amplitude (uL) 1,00 2,00 1,00 2,00 3,00 0,00
exatiddo (uL) 0,30 0,50 1,80 0,40 0,70 1,00
exatiddo (%) 4.0 0,5 0,9 2,0 0,7 0,5
desvio padrio (uL) 0,42 0,85 0,42 0,70 0,95 0,00
coef. variagio (%) 2,03 0,85 0,21 3,43 0,94 0,00

Provavelmente devido a incerteza da balanga, as maiores variagdes ficaram nos

volumes inferiores a 100 pL. Os erros sistematicos (exatidao) estiveram fora da faixa de

especificagdo do fabricante para volumes inferiores a 100 uL e os erros aleatorios

(precisdo) para volumes inferiores a 500 uL, indicando a necessidade de procedimentos
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padronizados de manuseio, limpeza e verificacdo periddica da performance das pipetas
automaticas. O uso de ponteiras da marca Brand, que se ajustam bem as pipetas

automaticas, mostrou resultados satisfatorios, com exatiddo e precisdo semelhantes as

ponteiras Eppendorf.

Tabela 4.14 — Avaliagcdo da conformidade das duas pipetas automaticas de 100 — 1000 uL.

Pipeta 100 - 1000 pL

ponteira branca Eppendorf

ponteira azul Brand

100 500 1000 100 500 1000

1 100,0 501,0 1000,0 105,0 501,0 1000,0

2 101,0 4990 999,0 106,0 502,0 1001,0

3 100,0 502,0 1002,0 105,0 503,0 1000,0

4 101,0 4990 1000,0 103,0 502,0 1002,0
5 99,0 499,0 999,0 103,0 501,0 999,0

6 101,0 502,0 1000,0 106,0 501,0 1000,0

7 101,0 502,0 1002,0 105,0 500,0 1001,0

8 102,0 500,0 999,0 107,0 502,0 1000,0

9 100,0 500,0 1001,0 106,0 504,0 1004,0

10 101,0 501,0 1000,0 106,0 500,0 1000,0

média (uL) 100,60 500,50 100020 10520 501,60  1000,70
amplitude (uL) 3,00 3,00 3,00 4,00 4,00 5,00
exatidio (uL) 0,60 0,50 0,20 5,20 1,60 0,70

exatiddo (%) 0,6 0,1 0,0 5,2 0,3 0,1

desvio padrio (uL) 0,84 1,27 1,14 1,32 1,26 1,42
coef. vatiagio (%) 0,84 0,25 0,11 1,25 0,25 0,14

Tabela 4.15 — Avaliagdo da conformidade das duas pipetas automaticas de 500 — 5000 uL.

Pipeta 500 - 5000 pL

ponteira estrelada Eppendorf

ponteira lisa Brand

500 2500 5000 500 2500 5000

1 504,0 2504,0 5003,0 505,0 2491,0 5002,0

2 501,0 2499.,0 5002,0 506,0 2510,0 4997,0

3 506,0 2506,0 5002,0 499.0 2507,0 4999.0

4 507,0 24930 5006,0 503,0 2509,0 5000,0

5 507,0 2503,0 4995,0 4980 2501,0 4986,0

6 503,0 2504,0 4996,0 505,0 2502,0 4990,0

7 502,0 2500,0 5007,0 505,0 2507,0 5002,0

8 508,0 2502,0 4999.,0 502,0 2500,0 49920

9 507,0 2502,0 5002,0 501,0 2507,0 4993,0

10 502,0 2501,0 5009,0 499.0 2496,0 49890

média (uL) 504,70 2501,40 5002,10 502,30 2503,00 4995,00
amplitude (uL) 7,00 13,00 14,00 8,00 19,00 16,00
exatiddo (uL) 4,70 1,40 2,10 2,30 3,00 -5,00

exatiddo (%) 0,9 0,1 0,0 0,5 0,1 0,1

desvio padrio (uL) 2,58 3,60 4,53 2,95 6,15 5,75
coef. variagdo (%) 0,51 0,14 0,09 0,59 0,25 0,12
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Aplicando-se o teste F entre o maior e o menor valor de desvio padrao para cada
tipo de pipeta e de ponteira, observa-se na Tabela 4.16 que com 95% de confianga as
variancias sao consideradas equivalentes apenas para algumas pipetas e ponteiras, pois 0s
seus valores encontram-se dentro da faixa de confianca de 0,25 < F* < 4,03. Na pipeta de
20 — 200 pL marcada, a andlise estatistica mostra que para a ponteira Brand as variancias
sdo diferentes, ao passo que para a pipeta sem marcacdo e de igual faixa de volume ¢ a
ponteira Eppendorf que nao apresenta equivaléncia estatistica. Na ponteira Brand da pipeta
sem marcacao, foram desprezados os resultados para a medida de 200 uL por apresentarem
o mesmo valor em todas as medidas, gerando desvio padrao e variancia nulos. Com isso, o
resultado entre as variancias se mostrou equivalente. Para a pipeta de 500 a 5000 pL, a

ponteira Brand apresenta diferencgas estatisticamente significativas.

Tabela 4.16 — Andlise do teste F para as pipetas automaticas.

Tipo Maior Menor P+
ponteira desvio desvio

220 L Eppendorf 0,85 0,48 3,10
Brand 0,53 0,32 2,78
20 -200 uL  Eppendorf 0,74 0,53 1,96
marcada 16/04/03 Brand 1,14 0,48 5,52
20-200 pL Eppendorf 0,85 0,42 4,06
sem marcagdo Brand 0,95 0,70 1,84
E dorf 1,27 0,84 2,27

100 — 1000 uL  PPenaor : ’ ’
Brand 1,42 1,26 1,26

E f 4 2

500 — 5000 L ppendor ,53 598 3,08
Brand 6,15 2,95 4,35

4.9.4 - Espectrofotometro

Para o espectrofotometro foram realizadas medidas em 3 comprimentos de onda
distintos, utilizados em algumas metodologias analiticas. Em cada comprimento de onda foi
realizado um procedimento de medi¢do diferente. Em 350 nm, as leituras foram realizadas

rinsando a amostra e colocando uma réplica. Em 480 nm, efetuava-se a leitura com a



105

mesma amostra, fazendo-se apenas a corre¢ao do branco, caso necessario. No comprimento
de onda de 600 nm a leitura foi feita com a mesma amostra e sem corre¢ao do branco. A
Tabela 4.17 apresenta os resultados obtidos, tendo-se conhecimento que a precisdo do

espectrofotdmetro Spectronic 20D+ ¢ + 2% da transmitancia.

Tabela 4.17 — Avaliagdo das medidas realizadas em espectrofotometro Spectronic 20D".

350 nm 480 nm 600 nm

1 0,171 0,322 0,203

2 0,171 0,322 0,201

3 0,170 0,322 0,203

4 0,171 0,322 0,202

5 0,170 0,321 0,200

6 0,171 0,321 0,201

7 0,170 0,321 0,199

8 0,171 0,323 0,204

9 0,170 0,323 0,199

10 0,170 0,322 0,199
média 0,171 0,322 0,201
amplitude 0,001 0,002 0,005
desvio padrio 0,001 0,001 0,002
coef. variagdo (%) 0,31 0,23 0,92

Realizando-se o teste F, observa-se que as varidncias nao sao consideradas
equivalentes ao se comparar os diferentes comprimentos de onda, uma vez que os valores
de F* estdo fora da faixa de confianga de 95% (0,25 < F*< 4,03). Além disto, o coeficiente
de variacao da repetitividade (precisao) das leituras ¢ inferior a 15%, o que confirma a boa
funcionalidade do equipamento.

Paralelamente, foram analisados os dados obtidos de diferentes curvas de calibragdo
de uma mesma solugdo de sulfato de amodnia, com medi¢des em 6 concentragdes diferentes,
uma vez que a curva de calibragdo, em geral, representa o principal fator de incerteza em
um experimento. A finalidade de tal estudo foi a de verificar a influéncia de uma curva
preparada no dia da analise e de uma curva padronizada a partir da média de todas as
medicdes. A Tabela 4.18 apresenta as equagdes obtidas a partir das analises realizadas em
cinco diferentes concentracdes além do branco, bem como o coeficiente de correlagdao

obtido em cada curva. Observa-se uma pequena variagdo entre as curvas, bem como um
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bom coeficiente de correlacdo em todas as curvas analisadas. As cinco curvas analisadas
estao ilustradas na Figura 4.19.

Com a finalidade de avaliar se os erros de predi¢do sdo compativeis com os erros
experimentais, faz-se o calculo do erro de predicdo do modelo proposto e o calculo do erro
experimental obtido a partir dos dados das curvas obtidas. A varidncia da absorbancia
considerada foi obtida das leituras da concentracdo de 0,6 umoINH3, cujo valor € 8,8.10% ¢

média amostral igual a 0,098.

62 = 4.12
Ped " NE-NP (12
2 2 2

(0
y D Oubs (4.13)

onde F (final loss) ¢ obtido a partir da anélise no programa computacional Statistica®, NE &

o numero de experimentos realizados e NP o numero de parametros.

Tabela 4.18 — Avaliagdo da reprodutibilidade da curva de calibragcdo de sulfato de amonia.

y = a. abs
a R

06,1907 0,9985

5,8823 0,9983

5,7367 0,9971

5,4873 0,9973

06,0024 0,9984
média 5,8599
amplitude 0,7034
desvio padrio 0,2666

coef. variagao (%) 4,55




107

2,5

0,0 0.1 0,2 0,3 0,4
abs

Figura 4.19 - Curvas de calibracio de sulfato de amoénia para avaliagdo de

reprodutibilidade.

O valor de F obtido foi 0,57647, gerando um erro de predi¢dao igual a 0,0155,
considerando-se 38 experimentos e apenas 1 parametro. O erro experimental obtido foi
igual a 0,0010. Como este valor ¢ muito menor que o valor da predi¢do, considera-se que a
determinagdo experimental de cada analise ¢ melhor que uma avaliagdo conjunta dos dados,

pois tal avaliagdo conjunta poderia conduzir a diferencas significativas.

4.9.5 — Cromatégrafo gasoso

No cromatografo gasoso, uma das formas de minimizar os erros envolvidos na
injecdo de amostras durante as analises de concentracao de etanol € a leitura em triplicata
de cada amostra. Além disso, a cada dia em que se ¢ utilizado o cromatografo, uma nova
curva de calibragdo a partir de seis amostras de diferentes concentragdes € realizada. Assim,
da mesma forma que realizado no espectrofotometro, a Tabela 4.19 mostra que a precisao
na reprodutibilidade da curva de calibragao ¢ muito boa, indicando que o equipamento nao
parece influenciar num erro de medi¢do ao longo do processo. A Figura 4.20 ilustra os
dados analisados em cada uma das curvas geradas.

A partir dos resultados das avaliagdes dos instrumentos e equipamentos, pode-se
admitir que os mesmos nao sdo a principal causa da incerteza e nao reprodutibilidade dos

ensaios.
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Para a avaliagdo do erro experimental, a variancia da area considerada foi obtida das
leituras da concentragdo de etanol com 2,05 g/L, cujo valor € 55,072 e média amostral igual

a 159,27.

Tabela 4.19 - Avaliagdo da reprodutibilidade da curva de calibragdo de etanol no

cromatografo CG.

y =a.area

a R

1 0,0121 0,9974

2 0,0129 0,9996

3 0,0120 0,9899

4 0,0128 0,9984

5 0,0118 0,9998
média 0,0123
amplitude 0,0011
desvio padrio 0,0005

coef. variacido (%) 4,03

12,0
10,0
8.0
> 6.0

40
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00 & ‘ ‘ ‘

0 200 400 600 800 1000
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Figura 4.20 — Curvas de calibracao para a determinacao da concentracao de etanol.

O valor de F obtido foi 2,2266, gerando um erro de predicdo igual a 0,0768,
considerando-se 30 experimentos ¢ apenas 1 parametro. O erro experimental obtido foi
igual a 0,0146. Da mesma forma que o espectofotdmetro, considera-se que a determinagao

experimental de cada analise ¢ melhor que uma avaliagdo conjunta dos dados.
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4.10 — Avaliacdo da Repetitividade nas Metodologias Analiticas

Um cultivo com 5 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina foi realizado, apresentando
o comportamento ilustrado na Figura 4.21. Para avaliar a repetitividade dos procedimentos
analiticos efetuados, em 3 instantes de cultivo (9h, 21h e 30h) foram retiradas 10 diferentes
amostras, acondicionadas em frascos fechados e em banho de gelo até as analises serem
efetuadas. As Figuras 4.22 a 4.24 apresentam a dispersdo das amostras em cada
metodologia avaliada no processo. As linhas tracejadas representam a média = 2 vezes o

desvio padrao.

O,6i 60 ~ 8,0
0578 505 RS PN
X041 o 400 a4 128
89 ) = I.I E
5)0’37 RPN 686%f773’00‘ .’.'=.".”4’0§
:“0,27 ZméAﬁ 772’03 ;Ogc.)oooo 0:25“

011 48 o 10 . O

¢ 0 < - -

0,0 &2=+—o0o0-008oo0o00—+ (00 ‘ 0,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 4.21 - Comportamento cinético de um cultivo de Z. mobilis com 5 g/L de glicose e
0,5 g/L de asparagina para analise de repetitividade (¢ células, o asparagina, A atividade, ®

glicose, m aspartato, A pH e o etanol).

A Tabela 4.20 apresenta a amplitude, o desvio e o coeficiente de variacdo das
analises ao longo do cultivo. A concentra¢do de glicose foi exaurida apds 12 horas de
cultivo, enquanto a asparagina foi totalmente consumida ap6s 27 horas de cultivo.

Pode ser observado na Figura 4.24 que em algumas amostras os dados obtidos da
concentracdo de asparagina foram negativos, fato este devido ao ajuste de linearidade da
equacdo para a determinagdo de asparagina e aspartato. O alto coeficiente de varia¢do da
analise de aspartato em 9 horas de cultivo se deve a baixa concentragdo do mesmo neste
instante de cultivo.

A Tabela 4.20 sugere que, com exce¢do da asparagina e do aspartato, os erros
diminuem com o tempo de cultivo. Isto pode ser devido ao fato de que em 9 horas de

cultivo a bactéria se encontra na fase exponencial de crescimento, enquanto que tanto em
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21 quanto em 30 horas de cultivo, a mesma se encontra na fase estaciondria, onde o

crescimento observado ¢ quase nulo.

Tabela 4.20 — Caracteristicas da repetitividade das analises ao longo do cultivo.

Amplitude Desvio Coef. variagao (%)
9h 21h 30h 9h 21h 30h 9h 21h 30h
X 0,007 0,003 0,001 0,002 0,002 0,001 1,17 0,65 0,60

Asparagina 0,049 0,009 0,013 0,013 0003 0,005 444 580 -
Aspartato 0,010 0,011 0,021 0,003 0,004 0,008 1518 146 2,58
Atividade 042 031 028 0,117 0,107 0,099 990 442 3,49

Etanol 0,28 0,25 0,17 0,096 0,091 0,059 426 3,06 204
pH 0,07 0,07 0,05 0,025 0,024 0,019 044 040 0,31
Glicose 0,28 - - 0,096 - - 3,47 _ _

Para avaliar as condig¢des de tempo e temperatura de armazenamento, as amostras
centrifugadas foram acondicionadas em geladeira (4°C) e congelador (-4°C), permitindo
que fosse realizado um estudo de repetitividade das analises de asparagina, aspartato e
etanol apds um periodo de 1 més. As amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente e todas elas se apresentavam limpidas.

As figuras 4.25 e 4.26, que tratam da repetitividade das amostras em 9 horas de
cultivo acondicionadas em geladeira e congelador, respectivamente, mostram que, apesar
de uma maior dispersdo dos resultados, os dados estao dentro da faixa limite.

Comparando-se os dados de variancia das amostras, antes e apds 0 armazenamento
em geladeira, utilizando o teste F, observa-se a partir da Tabela 4.21 que, com 95% de
confianga, as variancias sdo equivalentes em 9 horas de cultivo para etanol e asparagina.
Em 21 horas de cultivo observa-se que apenas para o etanol as variancias podem ser
consideradas equivalentes, ao passo que em 30 horas de cultivo nenhuma das analises
realizadas mostra variancias equivalentes entre a medi¢ao efetuada no instante de coleta e
ap6s 1 més de armazenamento em geladeira. Estes resultados mostram a existéncia de
flutuagdes experimentais entre as medi¢des apds o armazenamento em geladeira em 21 e 30

horas de cultivo, instantes nos quais praticamente ja ndo ha mais crescimento celular.
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Figura 4.22 — Avaliagdo da repetitividade analitica em 9 horas de um cultivo de Z. mobilis
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com 5 g/L de glicose e 0,5 g/L. de asparagina.
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Figura 4.24 — Avaliagdo da repetitividade analitica em 30 horas de um cultivo de Z. mobilis

com 5 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina.
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Figura 4.25 — Avaliagao da repetitividade analitica em 9 horas de um cultivo de Z. mobilis

com 5 g/L de glicose e 0,5 g/LL de asparagina e apos 1 més em geladeira.

Tabela 4.21 — Andlise das variancias apds 1 més em geladeira.

Cultivo 67 tempoo G gl F*
%h 0,00018 0,00016 1,125
Asparagina 21h 0,00001 0,00044 0,023
30h 0,00002 0,00002 0,100
%h 0,00001 0,00003 0,333
Aspartato 21h 0,00001 0,00377 0,003
30h 0,00006 0,00419 0,014

%h 0,0092 0,0142 0,648
Etanol 21h 0,0084 0,0267 0,315
30h 0,0035 0,0339 0,103

O armazenamento em congelador das mesmas amostras apresenta variancias nao

equivalentes em todas as analises e tempos de cultivo, como pode ser observado pela
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Tabela 4.22, onde nem ¢ preciso avaliar o F* pela grande diferenga existente entre as
variancias. Isto implica em um erro sistematico entre as medidas, ou seja, um erro que
ocorre em fungdo de um elemento especifico no sistema de medida, seja ele o analista, o
equipamento onde ¢ realizada a analise, a metodologia analitica, tempo e condigdes de

armazenamento ou uma combinacao destes.
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Figura 4.26 — Avaliagao da repetitividade analitica em 9 horas de um cultivo de Z. mobilis

com 5 g/L de glicose e 0,5 g/LL de asparagina e apds 1 més em congelador.

Os dados apresentados nas Tabelas 4.21 e 4.22 mostram claramente a influéncia do
tempo e da temperatura de armazenamento das amostras. Isto também pode ser observado a
partir da Tabela 4.23, que apresenta a variagdo dos resultados apds um més de
armazenamento, indicando uma alteracdo com o tempo das caracteristicas da amostra

mantidas tanto em geladeira quanto em congelador.
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Tabela 4.22 — Anadlise das variancias ap6s 1 més em congelador.

Cultivo o’ U G’ cong
%h 0,00018 0,00517
Asparagina 21h 0,00001 0,00042
30h 0,00002 0,00016

%h 0,00001 0,00013

Aspartato 21h 0,00001 0,00511
30h 0,00006 0,00579

%h 0,0092 0,2923

Etanol 21h 0,0084 0,6170
30h 0,0035 0,6392

Tabela 4.23 — Concentragdes médias das amostras ao longo do cultivo, no instante de coleta
(0) e ap6s 1 més de armazenamento em geladeira (gel) e congelador (cong).

9 horas 21 horas 30 horas
0 Gel Cong 0 Gel Cong 0 Gel Cong
Asparagina 0,300 0,317 0,225 0,047 0,028 0,028 0,000 0,000 0,000
Aspartato 0,019 0,036 0,024 0,246 0,245 0,197 0,293 0,295 0,288
Etanol 225 229 160 299 278 167 291 273 206
Glicose 1,08 0,98 0,78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

A amplitude e o coeficiente de variacdo na repetitividade das amostras também
apresentam grande dispersdo, como mostram as Tabelas 4.24 e 4.25. Pelos dados
apresentados, considera-se que o acondicionamento em geladeira de uma amostra

centrifugada possui uma influéncia menor que quando guardada em congelador.

Tabela 4.24 — Varia¢ao da amplitude das amostras ao longo do cultivo, no instante de
coleta (0) e apds 1 més de armazenamento em geladeira (gel) e congelador (cong).

9 horas 21 horas 30 horas
0 Gel Cong 0 Gel Cong 0 Gel Cong
Asparagina 0,049 0,043 0,229 0,009 0,047 0,050 0,013 0,015 0,051
Aspartato 0,010 0,017 0,041 0,011 0,185 0,195 0,021 0,192 0,262
Etanol 0,28 0,42 1,79 025 058 200 0,17 0,53 2,51
Glicose 0,28 0,23 0,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tabela 4.25 — Coeficiente de variacdo das amostras ao longo do cultivo, no instante de
coleta (0) e apds 1 més de armazenamento em geladeira (gel) e congelador (cong).

9 horas 21 horas 30 horas
0 Gel Cong 0 Gel Cong 0 Gel Cong
Asparagina 444 403 31,99 580 7427 73,16 @ - - -
Aspartato 15,18 16,36 47,69 1,46 25,04 36,31 2,58 21,98 206,41
Etanol 426 521 33,774 3,06 589 4701 204 6,73 38,79
Glicose 347 7,68 27,87 - - - - - -

A Tabela 4.26 ¢ uma avaliagdo do intervalo de medida para o conjunto de trés
experimentos (tempo 0, apds 1 més em geladeira e apdés 1 més em congelador) nos trés
instantes de cultivo (9, 21 e 30h). Estatisticamente, este teste ¢ denominado teste t, tendo-se
o objetivo de avaliar a existéncia de um intervalo comum, as medi¢des, gerando uma
confiabilidade estatistica para a média analitica. A Figura 4.27 ilustra melhor estes
intervalos de medigdo, possibilitando a visualizagdo do intervalo comum entre as mesmas.

Os resultados apresentados mostram que, com excecao das medidas para o aspartato
em 9 horas de cultivo e das medidas para o etanol em 21 horas de cultivo, as demais
analises concordam, com 95% de chance, que a média pode estar entre um valor
semelhante para o tempo 0 e ap6s um més de acondicionamento em geladeira e congelador.

Para a anélise do aspartato em 9 horas de cultivo, nao se pode dizer que o tempo de
armazenamento influencia a medida. Contudo, pode-se dizer com 95% de confianca que as
diferencas entre as medi¢des no tempo tp € apés um més de armazenamento em geladeira
sdo estatisticamente significativas, ndo ocorrendo simplesmente uma variagao aleatéria. Em
21 horas de cultivo, a analise de etanol indica, com 95% de confianga, que as analise no
tempo tp e apés 1 més de armazenamento em congelador possuem resultados

estatisticamente diferentes.
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Tabela 4.26 - Intervalo de medida para a amostra analisada no instante de coleta (p) e

apo6s 1 més de acondicionamento em geladeira (Lige) € em congelador (pLcong)-

9h 21 h 30 h
0,282 < o< 0,318 0,043 < < 0,051

Asparagina 0,299 < pa< 0,335 0,000 < pce< 0,057 .
0,127 < pcong< 0,323 0,001 < pcong< 0,056
0,015 < w< 0,023 0241 <pe< 0,251 0,282 < o< 0,304
Aspartato 0,028 < pga< 0,044 0,162 < pca< 0,328 0,207 < pce< 0,383
0,008 < pcong< 0,040 0,100 < pcong< 0,294 0,185 < pcone< 0,391
2,830 < po< 2,990
2,480 < pga< 2,980
0,971 < pcong< 3,149

2119 < o< 2381 2,866 < wo< 3,114
Etanol 2,128 < pga< 2,452 2,557 < pga< 3,003
0,864 < HCong< 2,336 0,602 < HCOng< 2,738

1,030 < o< 1,130
Glicose 0,878 < pga< 1,082 - -
0,485 < pcong< 1,075
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Figura 4.27 - Intervalo de medida para a amostra analisada no instante de coleta (L) e

ap6s 1 més de acondicionamento em geladeira (Uge) € em congelador (Hcong)-
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A fim de se verificar a estabilidade da enzima asparaginase presente na bactéria Z.
mobilis, foram conduzidos testes com as células centrifugadas ¢ armazenadas em
congelador em diferentes formas: apenas as células centrifugadas, as células centrifugadas e
mantidas em presenga de NaCl 0,85% pH 6,0 e as células centrifugadas e mantidas em
tampao Tris-HCI 0,05M pH 8,6. As amostras foram mantidas congeladas durante 2,5
semanas e sua analise de atividade foi comparada com a amostra analisada no instante da
coleta, bem como com as células centrifugadas e armazenadas em geladeira pelo mesmo
periodo de 2,5 semanas. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.27 e sugerem que a
enzima se mantém estavel a baixa temperatura quando em presenca de NaCl 0,85% ao

longo de 2,5 semanas.

Tabela 4.27 — Influéncia do tempo e temperatura na atividade de asparaginase.

Coleta  Células Congelador
Geladeira Células NaCl Tris-HCI
Atividade (IU) 2,20 2,14 2,05 2,18 1,95
Perda (%) - 2,73 6,82 0,91 11,36

Os dados apresentados mostram que, mesmo em apenas 2,5 semanas, as células
centrifugadas e armazenadas em geladeira possuem uma perda menor em relacdo ao seu
armazenamento em congelador. Quando as células centrifugadas sdo colocadas em
presenga da solucao tampao de andlise de atividade (Tris-HCI 0,05M) e acondicionadas a
baixa temperatura, observa-se uma perda consideravel na atividade da enzima. Os
resultados também mostram que a melhor forma de armazenamento das células em
congelador ¢ em presenca de NaCl 0,85%, condi¢do esta onde em 2,5 semanas houve

menor perda de atividade em relagdo a andlise realizada imediatamente apds a coleta.

4.11 — Estudo sobre a variabilidade nas Etapas do Processo Fermentativo
Apo6s avaliagdo dos erros nos instrumentos de analise e nas metodologias analiticas

empregadas, que poderiam estar influenciando a reprodutibilidade e repetitividade do

processo fermentativo da Zymomonas mobilis, analisam-se, etapa por etapa, as causas que

conduzem a erros ao longo deste processo ¢ que podem ser reduzidos e/ou eliminados.
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4.11.1 — Analise do Preparo do Meio de Cultivo

Uma das primeiras etapas a se levar em conta ¢ o procedimento de formulagdo do
meio de cultivo. No processo em estudo, a mistura de todos os componentes do meio ¢ feita
assepticamente em camara de fluxo, apds sua esterilizacdo, através de transferéncia de
volume a partir de proveta graduada estéril, o que pode levar a dispersdes nas
concentragdes iniciais de asparagina e glicose, por exemplo. O cuidado na transferéncia de
amostra para a mistura de uma determinada quantidade de meio foi padronizada,
concentrando-se 0s componentes do meio em 50 vezes. Isto permitiu que a transferéncia
dos volumes para a formagdo do meio definido fosse realizada a partir de pipetas
automaticas ao invés de provetas, evitando-se, assim, o erro de paralaxe na colocacao do
volume e/ou o residuo de solugdes na proveta. Além disto, devido ao fato de muitos dos
componentes da solucdo de estoque possuirem uma concentragdo muito baixa, da ordem de
mg/L, a concentracdo dos componentes também vem a favorecer a reducdo da dispersio
das massas pesadas em balanga analitica. Todos estes cuidados permitiram-nos observar
que os erros existentes na concentragdes iniciais dos substratos glicose e asparagina,
definidas para o preparo do meio, foram reduzidos de 6,74% para 2,43% apos a mistura de

todos os componentes do meio de cultivo.

4.11.2 — Analise da Etapa de Inoculagio

O procedimento de preparacdo do indculo empregado nos cultivos ¢ outra fonte de
variabilidade do processo. O preparo de inoculo e a cinética de crescimento da bactéria
Zymomonas mobilis foram padronizados conforme ilustrado na Figura 4.28. Da cultura de
Zymomonas mobilis armazenada em geladeira, seja na forma liquida ou em agar, ¢
realizada uma reativagdo das células em meio rico. Ao se utilizar meio liquido, o volume a
ser inoculado ¢ 5%, enquanto em meio solido a quantidade maxima sdo 3 colonias. Esta
cultura ¢ colocada em estufa bacteriana a 30°C por 24 horas. Apos este tempo, a aliquota de
5% ¢ transferida para um frasco com meio definido, onde ¢ acompanhado o crescimento,
em intervalos de tempo, a partir da medida de densidade Otica. Esta etapa ¢ denominada
pré-inoculagdo. Acompanhando por um grafico do tipo tempo versus densidade oOtica,
observa-se o instante onde as células estdo em fase exponencial de crescimento. Neste

instante, uma aliquota de 5% desta cultura € transferida para um novo frasco, constituindo-
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se a etapa de inoculagdo. Tal procedimento ¢ repetido, realizando-se a fermentagao

propriamente dita.

5% (wi)
o o 5% Y
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Figura 4.28 - Esquema de preparo de inoculo.

A natureza autocatalitica de um crescimento microbiano resulta em aumento
exponencial da populagdo em relacdo ao tempo, quando hd um crescimento balanceado, ou

seja:

‘i'j—)t(:y.x ou X = Xgett X(t=0) = Xq (4.14)
onde X ¢ a concentracao de células no tempo t, Xg € a concentragao inicial de células e i ¢ a
taxa especifica de crescimento celular.

Em cada etapa do preparo do inoculo as células sao transferidas para um novo meio
durante a fase exponencial de crescimento. Isto faz com que as varidveis X ¢ p influenciem
o valor final de X, fazendo com que este seja um fator que pode introduzir consideraveis
diferencas na reprodutibilidade do bioprocesso.

A condigdo do indculo ilustra o nivel de variabilidade resultante da passagem de uma
etapa para outra do processo. A Tabela 4.28 mostra a absorbancia de amostras de cada
etapa do processo de preparo do indculo nos experimentos de avaliacdo da
reprodutibilidade analitica, realizado com 10 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina.
Apresenta-se também o valor de p obtido em cada ensaio. Apesar da grande dispersdo no
valor de absorbancia no instante da inoculacdo ser substancialmente melhorado com a

introdu¢do de um protocolo analitico padrido para acompanhamento da absorbancia e
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inoculacdo na fase exponencial de crescimento, a etapa de inoculagdo ainda continua sendo

uma fonte de erro apreciavel.

Tabela 4.28 — Historico dos valores de absorbancia em cada etapa de inoculo e da taxa

especifica de crescimento na fermentagao.

Ensaio
Meio
1 2 3 4
Rico 0,702 sd sd 0,830
Pré-Inoculo 0,536 1,000 0,982 0,880
Inéculo 1,005 1,070 0,735 1,050
u 0,30 0,34 0,34 0,25

sd — sem determinagdo

Além disso, a forma como as células s3o inoculadas, utilizando a dispersao celular
(ensaios 1, 2 e 3) ou a partir de células centrifugadas (ensaio 4), também parece induzir
variabilidade na reprodutibilidade do ensaio com 10 g/L de glicose, gerando um consumo
mais lento de asparagina, uma menor atividade e uma queda mais acentuada do pH no
experimento com células centrifugadas. Em fungdo desses resultados, pode-se dizer que a
etapa de inoculacao ¢ uma fonte aprecidvel de erros para o processo fermentativo.

Como ja pode ser observado, os resultados mostram que os procedimentos analiticos
e o preparo do meio de cultivo sdo rotinas bem estabelecidas, levando a concluir que o
procedimento de preparo de indculo € o que gera maior dispersdo nos resultados. Além da
fase exponencial de crescimento, deve-se levar em conta também o estado fisiologico da
célula, inoculando-se no instante em que a cultura apresenta taxa especifica de crescimento
() estabelecida (ou seja, crescimento balanceado) e com a mesma massa de células
inoculadas nas etapas anteriores. Tal determinacdo ¢ realizada a partir da medida de
densidade otica e do volume de meio a ser inoculado. As Figuras 4.29a e 4.29b ilustram o
crescimento celular no pré-inéculo, indculo e fermentacao, sem e com o acompanhamento,

respectivamente.
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Figura 4.29 — Acompanhamento do crescimento celular em cultivo de Zymomonas mobilis,
com inoculacdo de 5% (v/v) em cada etapa e sem (a) e com (b) acompanhamento da taxa de

crescimento (O pré inoculo, O indculo e A fermentacao).

O acompanhamento do crescimento ¢ realizado a partir das medidas de absorbancia
do meio de cultivo. A partir destas medidas e do tempo de cultivo, determina-se o valor de
1 ao longo do tempo. No instante em que se atinge o maior valor de pu, ou seja, quando as
células estdo em sua maxima capacidade, efetua-se a transferéncia de indculo. O volume a
ser transferido ¢ baseado na absorbancia da amostra neste instante onde g ¢ maximo e na
massa de células que se pretende ter apds inocular um volume de meio especifico.

Em todos os quatro ensaios células centrifugadas e lavadas foram utilizadas na etapa
de pré-inoculacio para que ndo houvesse nenhuma influéncia do meio complexo. Pode-se
observar que com estes acompanhamentos consegue-se ter uma menor dispersdao no cultivo
fermentativo. No cultivo sem o acompanhamento da concentragdo de células, as taxas
especificas de crescimento maximas variaram de etapa para etapa, influenciando o
crescimento da etapa posterior, enquanto no cultivo com acompanhamento do crescimento,
a taxa de crescimento maxima ocorreu em torno de 5 horas de cultivo e ao longo de todo o
crescimento exponencial.

Conclui-se, portanto, que o acompahamento da taxa especifica de crescimento e a
determinagdo de um volume especifico de meio de cultivo para a inoculacdo da etapa
posterior, baseado na mesma quantidade de células das etapas anteriores, ¢ um fator
preponderante para um controle mais adequado de um processo fermentativo.

Para que se avaliem as causas da dispersdo analitica da dosagem (medida) de

atividade, ¢ realizada uma anélise detalhada de toda a metodologia de reagdo. Avalia-se o
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efeito do tempo de reagdo a 37°C, a influéncia da agitacdo na reac¢do, o volume de amostra

centrifugada e a concentragdo da solugdo de asparagina empregada na reagao.

4.11.3 — Analise da Medida de Atividade em Amostras

Para a determinagdo das condi¢des 6timas da dosagem de atividade de asparaginase,
foi realizado um planejamento experimental, tendo como variaveis estudadas o volume de
meio de cultivo a ser centrifugado (5 a 55 mL), o tempo de reacdo a 37°C (10 a 50 min) e a
forma de condug¢do da reagdo a 37°C (agitacdo a 150 rpm ou em banho termostatico, sem
agitacdo). Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.29. A concentracdo de células no

instante da coleta do meio de cultivo foi 0,35 g/L.

Tabela 4.29 — Atividade e atividade especifica da enzima asparaginase em diferentes

condi¢des de volume de meio centrifugado e tempo de reacdo a 37°C.

Condicao Atividade (IU) Atividade especifica (IU/g)

Volume Tempo Banho  Agitacdo Banho Agitacao
-1 (S mL) -1 (10 min) 0,018 0,015 10,03 8,78

-1 (5§ mL) +1 (50 min) 0,005 0,005 3,01 3,01

+1 (55 mL) -1 (10 min) 0,169 0,184 8,78 9,58

+1 (55 mL) +1 (50 min) 0,088 0,092 4,58 4,77

0 (30 mL) 0 (30 min) 0,049 0,048 4,67 4,60

0 (30mL) 0 (30 min) 0,050 0,049 4,81 4,67

0 (30mL) 0 (30 min) 0,053 0,046 5,02 4,39

Os resultados mostram que ndo hé influéncia da agitacdo ao longo da reagdo a 37°C.
Na avaliacdo estatistica do modelo que melhor define o sistema em estudo, observou-se que
em todas as condigdes estudadas (atividade e atividade especifica), o modelo descrito na
equagao abaixo forneceu parametros significativos e um coeficiente de correlagdo maior ou

igual a 0,999 em todos os casos.

Y =a.X]+ay.Xy +a3.X1. X1 +84.X1. X7 + a5 (415)
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onde X; ¢ o volume de meio de cultivo (mL), X, € o tempo de reacdo (mM) e a;, &, as, as e
as sao parametros do modelo.

Os parametros obtidos para as determinagdes de atividade e seus erros paramétricos
sdo apresentados nas equagdes 16 a 19, sendo Y, e Y, as determinagdes de atividade para o
estudo em banho e com agitagdo, respectivamente, ¢ Y3 e Y4 as determinagdes de atividade

especifica para o estudo em banho e com agitagao, respectivamente.

¥} =0,059+0,001.X] —0,024+0,001.X5 +0,019+0,002X1.X] —0,017+0,001X].X, +0,051+0,001  (4.16)

Yy =0,064+0,001.X] —0,026+0,001.X + 0,026+ 0,001.X.X| —0,021£0,001.X;.X5 +0,048+0,001 (4.17)

Y, =-2,805+0,088.X, + 1,767+ 0,1352.X,.X, + 0,705+ 0,0881.X,.X, + 4,833+ 0,102 (4.18)

Y, =0,064+0,073.X, —2,645+0,073.X, +1,982+0,111.X,.X, +0,240+0,073.X,.X, +4,553+0,084 (4.19)

Na analise dos modelos e seus parametros, observa-se que o parametro as ¢
significativamente diferente de zero, exercendo grande influéncia na reagdo para a
determinagdo da atividade e atividade especifica da enzima. Para a atividade especifica, o
modelo para a reagdo em banho a 37° C mostra que o volume de meio ndo possui uma
influéncia significativa, contrastando com as demais condigoes.

A Figura 4.30 ilustra o comportamento da atividade e da atividade especifica nas
condigdes estudadas.

Observa-se que os maiores valores de atividade se encontram nos menores tempos
de reagdo e nos maiores volumes de meio de cultivo utilizados. As maiores atividades
especificas estdo nos menores tempos de reacdo e volume de amostra utilizado.

Como o volume minimo empregado neste estudo (5 mL) é muito pequeno, podendo
conter erros devido tanto a transferéncia de volume quanto a quantidade de células para a
reac¢ao da atividade, em fungdo da bactéria Z. mobilis crescer pouco, novos estudos com

diferentes volumes de amostra de meio de cultivo foram realizados.
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Figura 4.30 — Comportamento da atividade e atividade especifica em diferentes condi¢des
de ensaio.

Para confirmar e a influéncia do volume sobre a variabilidade na determinagao da
atividade e atividade especifica, foram realizadas 5 medigdes distintas em diferentes
volumes de meio de cultivo, coletados num mesmo instante, quando a concentracdo de
células era igual a 0,4 g/L. Os resultados estdo dispostos na Tabela 4.30, com média, desvio

padrdo e coeficiente de varia¢do para as determinagdes de atividade e atividade especifica.
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Tabela 4.30 — Determinagdes sucessivas de atividade e atividade especifica em diferentes

volumes de meio de cultivo para a reagdo por 30 min a 37°C.

Atividade
Volume pmol  Atividade desvio CV desvio CV
média especifica média
(mL) NH;/min L) padrao (%) padrio (%)
{U/g)
0,0050 0,010 5,00
0,0050 0,010 5,00
5 0,0057 0,011 0,010 0,001 7,92 5,71 5,14 0,41 7,92
0,0046 0,009 4,64
0,0054 0,011 5,35
0,0064 0,013 3,21
0,0071 0,014 3,57
10 0,0057 0,011 0,013 0,001 9,00 2,86 3,32 0,30 9,00
0,0071 0,014 3,57
0,0068 0,014 3,39
0,0164 0,033 4,11
0,0154 0,031 3,84
20 0,0154 0,031 0,032 0,002 5,07 3,84 4,05 0,21 5,07
0,0168 0,034 4,19
0,0171 0,034 4,28
0,0371 0,074 4,64
0,0386 0,077 4,82
40 0,0357 0,071 0,074 0,002 324 4,46 4,61 0,15 3,24
0,0357 0,071 4,46
0,0371 0,074 4,64
0,0510 0,102 4,25
0,0514 0,103 4,28
60 0,0493 0,099 0,101 0,002 1,69 4,11 4,20 0,07 1,69
0,0500 0,100 4,16
0,0503 0,101 4,19

A Figura 4.31, por sua vez, apresenta os comportamentos da atividade e atividade

especifica frente a esta variagdo volumétrica.
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Figura 4.31 — Comportamento da atividade e atividade especifica em diferentes volumes de

meio de cultivo para a reagao por 30 min a 37°C.

O que se observa a partir dos resultados obtidos ¢ que ha um aumento quase que
linear na atividade com o volume de amostra acima de 10 mL. A atividade especifica,
contudo, mostra que em 5 mL de meio de cultivo utilizado para a reagdo ocorre uma grande
dispersdo na medida, ao mesmo tempo em que indica o volume de 40 mL como melhor
condi¢do para a andlise. Conclui-se, com isto, que o volume de meio de cultivo a ser
empregado para na andlise de atividade ¢ um parametro importante para a reacdo das
células e conseqiiente liberagdo de amonia, sendo a quantidade de 40 mL de meio
considerada a melhor condi¢ao de analise.

Estudos sobre a dispersdao da medida de atividade em diferentes tempos de cultivo,

utilizando 40 mL de meio e reag@o a 37°C por 30 min ja foram apresentados anteriormente,
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na Tabela 4.19, na avalia¢ao da repetitividade nas metodologias analiticas, resultando em
coeficientes de variagdo inferiores a 10%. Experimentos com baixos tempos de reacdo e
pequenas quantidades de amostra, de um cultivo com 10 g/L de glicose e 0,5 g/L de

asparagina sdo apresentados na Tabela 4.31 e na Figura 4.32.

Tabela 4.31 - Determinacdes da atividade e atividade especifica em pequenos tempos de

reacgao e diferentes volumes de meio de cultivo.

Volume Tempo de Atividade Atividade
A Abs pmolNH;/min
(mL) reacio (min) (10)] especifica (IU/g)
5 0,001 0,0022 0,004 2,74
10 0,004 0,0088 0,018 5,47
20 5 0,017 0,0373 0,075 11,62
40 0,024 0,527 0,105 8,21
60 0,034 0,746 0,149 7,75
5 0,004 0,0044 0,009 5,47
10 0,002 0,0022 0,004 1,37
20 10 0,017 0,0187 0,037 5,81
40 0,020 0,0219 0,044 3,42
60 0,042 0,0461 0,092 4,79
5 0,003 0,0022 0,004 2,74
10 s 0,002 0,0015 0,003 0,91
20 0,007 0,0051 0,010 1,60
40 0,031 0,0227 0,045 3,53

O que se pode notar a partir deste experimento ¢ que a atividade tem uma tendéncia
a aumentar com o aumento do meio de cultura centrifugado para utilizacdo das células na
reacdo, ao mesmo instante em que tende a decrescer com o aumento do tempo de reacgao.
Para a atividade especifica, entretanto, a analise dos dados nos leva a crer que a partir de
um determinado volume de amostra seu resultado tende a permanecer praticamente
constante, muito embora se observe a mesma tendéncia de reducdo da atividade especifica
com o tempo de reagdo. Nas duas determinagdes também se percebe que para o volume de
40 mL de cultura centrifugada, apés 10 min de reagdo, o valor permanece praticamente

constante.
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Figura 4.32 - Comportamento das atividades e atividade especificas frente a pequenos
tempos de reagdo e diferentes volumes de amostra centrifugados (¢ 5 min ou S mL, m 10

min ou 10 mL, A 15 min ou 20 mL, © 40 mL ¢ ® 60 mL).

Apesar de se observar maiores taxas de reacdo em tempos menores, hd uma
probabilidade grande de erro em funcgao da baixa atividade de asparaginase obtida, gerando
diferencas nao significativas na absorbancia. Assim, um novo conjunto de ensaios ¢
realizado, a partir de um experimento com 10 g/L e 0,5 g/ de asparagina, com amostras
coletadas ap6s 6 horas de cultivo, resultando em uma concentracao de células de 0,093 g/L
e a atividade e atividade especifica de asparaginase com 40 mL de meio centrifugado e
reacdo a 37°C por 30 min de 0,063 IU e 22,47 IU/g células, respectivamente. Os resultados
estao dispostos na Tabela 4.32 e na Figura 4.33.

Estes resultados mostram que a atividade em 5 min de reacdo gera melhores
resultados com 40 mL de amostra centrifugada e, em tempos maiores, a atividade reduz
com o aumento do volume de meio centrifugado, como se faltasse substrato para reacao.

Outra caracteristica verificada nestes ensaios € que a atividade especifica em 20 minutos de
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reacdo ¢ praticamente a mesma, independente do volume de amostra utilizado nos

experimentos.

Tabela 4.32 - Determinacdes da atividade e atividade especifica em relacdo a diferentes

tempos de reacdo e volumes de meio de cultivo empregados.

Atividade
Volume  Tempo de Atividade
A Abs pmolNH;/min especifica
(mL) reacio (min) av)
IU/g)
5 0,001 0,0011 0,002 4,72
10 5 0,017 0,0187 0,037 40,12
40 0,078 0,0856 0,171 46,02
60 0,108 0,1185 0,237 42,48
5 0,016 0,0088 0,018 37,76
10 10 0,027 0,0148 0,030 31,86
40 0,100 0,0549 0,110 29,50
60 0,140 0,0768 0,154 27,53
5 0,020 0,0055 0,011 23,60
40 20 0,158 0,0433 0,087 23,31
60 0,213 0,0584 0,117 20,95

Ao se utilizar células centrifugadas a partir de 60 mL do caldo fermentativo,
também se observa uma reducao da atividade especifica em relacdo ao volume de 40 mL,
apesar de os valores de atividade serem mais elevados. Isto pode estar relacionado a
quantidade de células na reag@o, onde um alto volume de células centrifugadas pode vir a
resultar numa reagao incompleta.

Ainda que os resultados com baixo tempo de reagdo sejam superiores, deve-se
buscar a massa de células ideal para a reagao de dosagem da atividade de asparaginase.
Sendo assim, a proxima etapa de estudo ¢ realizada com diferentes volumes de amostra

centrifugada e em diferentes fases do crescimento da bactéria Z. mobilis.
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Figura 4.33 - Atividades e atividades especificas em funcdo de pequenos tempos de reacao
e diferentes volumes de amostra centrifugados (¢ 5 min ou 5 mL, m 10 min ou 10 mL, A 20

min ou 40 mL ¢ ® 60 mL).

4.11.4 — Analise da Influéncia da Massa de Células sobre a Medida de Atividade

Para avaliar se ¢ apenas a quantidade de células ou se o estado fisioldgico no qual
elas se encontram influencia a dosagem de atividade asparagindsica, duas diferentes
cinéticas, uma em meio minimo com 10 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina e outra em
meio rico, sdo realizadas e os secus resultados estdo colocados nas Tabelas 4.33 ¢ 4.34 ¢
Figuras 4.34 ¢ 4.35, respectivamente. As reacdes sdo conduzidas por 30 min a 37°C.

A atividade de asparaginase ao longo do cultivo tende a permanecer constante a
partir de um determinado volume de células. Isto pode ser visto claramente a partir da
determinagdo da atividade especifica, onde acima de 10 mL seu valor se torna,
praticamente, constante.

Volumes pequenos de amostra centrifugada também tendem a gerar uma maior

variabilidade nas determinagdes analiticas.
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Tabela 4.33 — Determinagdo da atividade e atividade especifica em fungdo de diferentes

volumes de amostra centrifugados ao longo de um cultivo de Z. mobilis em meio minimo.

Atividade
Tempo X  Volume  Massa pmol  Atividade
Abs especifica
cultivo (h) (g/L) (mL) células (g) NH3/min (Iv)
(IU/g)
5 0,0002 0,002 0,0007 0,001 6,82
10 0,0004 0,015 0,0055 0,011 25,57
5 0,043 20 0,0009 0,017 0,0062 0,012 14,49
40 0,0017 0,024 0,0088 0,018 10,23
80 0,0034 0,048 0,0176 0,035 10,23
5 0,0007 0,002 0,0007 0,001 2,04
10 0,0014 0,015 0,0055 0,011 7,64
8 0,144 20 0,0029 0,016 0,0059 0,012 4,07
40 0,0058 0,023 0,0084 0,017 2,93
80 0,0115 0,045 0,0165 0,033 2,86
5 0,0014 0,001 0,0004 0,001 0,51
10 0.286 10 0,0029 0,006 0,0022 0,004 1,54
20 0,0057 0,016 0,0059 0,012 2,05
40 0,0114 0,023 0,0084 0,017 1,47
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Figura 4.34 - Atividade e atividade especifica em funcao de diferentes volumes de amostra

centrifugados ao longo de um cultivo de Z. mobilis em meio minimo (m 5 horas, A 8 horas ¢

¢ 10 horas).

Apesar do aumento significativo da massa de células, a atividade permaneceu

constante nas diferentes fases do processo fermentativo. Todavia, a atividade especifica
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tende a um valor constante a partir de 40 mL de caldo fermentado centrifugado. Isto nos

leva a manter como condig¢do estavel do processo a centrifugacao de 40 mL de amostra e 30

min o tempo de reagdo a 37°C.

Tabela 4.34 — Determinagdo da atividade e atividade especifica em fungdo de diferentes

volumes de amostra centrifugados ao longo de um cultivo de Z. mobilis em meio rico.

Tempo X  Volume

Massa

Atividade
pmol  Atividade
A Abs especifica

cultivo (h) (g/L) (mL) células (g) NH3/min ((10))
(IU/g)
5 0,0012 0,000 0,0000 0,000 0,00
10 0,0023 0,000 0,0000 0,000 0,00
6 0,23 20 0,0046 0,010 0,0065 0,013 2,85
40 0,0092 0,036 0,0229 0,046 4,97
60 0,0138 0,031 0,0201 0,040 2,91
5 0,0022 0,001 0,0006 0,001 0,60
10 0,0043 0,008 0,0048 0,010 2,24
9 0,43 20 0,0086 0,020 0,0130 0,026 3,02
40 0,0172 0,057 0,0366 0,073 4,25
60 0,0258 0,071 0,0454 0,091 3,52
5 0,0030 0,005 0,0035 0,007 2,31
10 0,0060 0,017 0,0112 0,022 3,72
12 0,60 20 0,0120 0,033 0,0214 0,043 3,57
40 0,0240 0,082 0,0526 0,105 4,39
60 0,0360 0,098 0,0632 0,126 3,51
5 0,0033 0,011 0,0070 0,014 4,24
10 0,0066 0,035 0,0227 0,045 6,87
15 0,66 20 0,0132 0,074 0,0474 0,095 7,19
40 0,0264 0,164 0,1051 0,210 7,97
60 0,0396 0,219 0,1406 0,281 7,10

Para visualizar a formagdo de cor na andlise de Nessler, resultado da quantidade

amonia liberada, que indica a presenca da enzima asparaginase, sdo apresentadas as Figuras

4.36 e 4.37 que ilustram, respectivamente, as amostras em diferentes tempos de cultivo (6

h, 9 h, 12 h e 15 h) ao se variar o volume de meio centrifugado para a reagdo e os diferentes
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volumes de amostra centrifugada (5 mL, 10 mL, 20 mL, 40 mL ¢ 60 mL) em 9 horas e 15

horas.
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Figura 4.35 - Atividade e atividade especifica em fun¢do de diferentes volumes de amostra
centrifugados ao longo de um cultivo de Z. mobilis em meio rico (A 6 horas, 0 9 horas, e

12 horas e Al15 horas).

Com as Figuras, percebe-se claramente o acimulo de enzima ao longo do
tempo de cultivo. Pode-se observar, também, que as atividades de asparaginase se mostram
crescentes com o aumento do volume de células centrifugadas a partir de 9 horas de cultivo,
ou seja, ja na fase exponencial de crescimento celular, iniciada apds 6 horas de cultivo. Em
todos os tempos de analise vé-se claramente que, apesar de um valor crescente da atividade,
o volume de 60 mL de meio gera atividades especificas inferiores as amostragens
realizadas com 40 mL de meio.

Com isto, considera-se que a quantidade de células que fornece uma medi¢ao mais
estavel, em todas as fases de crescimento abordadas, ¢ resultante da centrifuga¢do de 40 mL

de meio de cultivo em reacgdo de atividade a 37°C por 30 minutos.
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Figura 4.36 — Amostras de atividade em diferentes tempos de cultivo, variando-se o volume

de cultura centrifugada para a reagao.

I5h

Figura 4.37 — Amostras de atividade em diferentes volumes de cultura centrifugada para a

reagdo em 9 ¢ em 15 horas de cultivo.

4.11.5 — Analise do Efeito da Concentracio de Asparagina sobre a Atividade da

Amostra
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Por ainda ndo se conseguir obter uma condi¢do 6tima de ensaio e uma forma de
reduzir a variabilidade nas medigdes de atividade, sdo realizados experimentos variando-se
a concentracao da solucdo de asparagina utilizada na reagao.

Tomaram-se amostras de 3 cultivos distintos para avaliacdo da influéncia da
concentragdo de asparagina utilizada na rea¢do de atividade, juntamente com o tampao
Tris-HCI. Além do procedimento usual da reagdo, que ¢ a adi¢ao de 1 mL de tampao tris-
HCI 0,05 M pH 8,6 a 1 mL de solucdo de asparagina 0,01M diluida no tampao tris,
utilizou-se o procedimento de adi¢do de apenas 2 mL de solugdo de asparagina nas
concentragdes 0,01M, 0,02 M, 0,04 M, 0,06 M e 0,08 M, uma vez que as amostras sao
diluidas em tampao tris-HCI 0,05 M e pH 8,6.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.35. Em todos os experimentos
realizados, utilizou-se 40 mL de amostra de meio de cultivo na centrifugagdo e o tempo de
reagao de 30 min.

A taxa especifica de consumo de asparagina, descrita pela equacdo de Michaelis-
Menten e responsavel pela remogao de nitrogénio em forma de amodnia mostra-se constante
e maxima na faixa de estudo, indicando que a concentragdo de asparagina abordada neste
estudo ndo inibe a reacdo de atividade.

Como ndo se observa uma grande variagdo na quantidade de amoénia liberada na
reacdo a partir de um aumento da concentracdo da solugdo de asparagina empregada,
mantém-se o procedimento usual, padronizando a reagdo de atividade com 40 mL de
amostra centrifugada de células e lavadas com NaCl 0,85% em contato com 1 mL de
tampao Tris-HCI1 0,05 M pH 8,6 e com 1 mL de solucdo de asparagina 0,01 M, num tempo
de reacao de 30 min a 37°C.
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Tabela 4.35 — Influéncia da concentragdo de asparagina na reacdo de determinagdo da

atividade de asparaginase.

Atividade
X pmol  Atividade
Condicao Procedimento na reacao A Abs especifica
(g/L) NH3/min (119)]
(IU/g)
. usual 0,005 0,0031 0,0062 0,15
Meio rico
2 mL Asparagina 0,01 M 0,008 0,0053 0,0105 0,25
coleta apos .
2mL Asparagina 0,02M 1,04 0,007 0,0044 0,0088 0,21
24 horas de .
] 2mL Asparagina 0,04 M 0,010 0,0063 0,0127 0,31
crescimento ]
2mL Asparagina 0,08 M 0,011 0,0072 0,0144 0,35
usual 0,038 0,0251 0,0501 1,21
Meiorico 2 mL Asparagina 0,01 M 0,041 0,0270 0,0540 1,30
coletaapés 2 mL Asparagina 0,02 M 0.144 0,044 0,0293 0,0585 1,41
9 horas de 2 mL Asparagina 0,04 M ’ 0,029 0,0194 0,0389 0,94
crescimento 2 mL Asparagina 0,06 M 0,036 0,0237 0,0475 1,15
2mL Asparagina 0,08 M 0,031 0,0205 0,0410 0,099
Meio definido usual 0,404 0,2579 0,516 12,46
(73 g/L glicose 2 mL Asparagina 0,01 M 0,395 0,2526 0,505 12,20
10 g/L peptona) 2 mL Asparagina 0,02 M 0.286 0,391 0,2500 0,500 12,08
coletaapos ~ 2mL Asparagina 0,04 M 0,407 02604 0,521 12,58
9horasde 2 mL Asparagina 0,06 M 0,488 0,3121 0,624 15,08
crescimento 2 mL  Asparagina 0,08 M 0,424 0,2711 0,542 13,10
4.12 - Influéncia da Agitacio na Producdo de Asparaginase por

Zymomonas mobilis

Todas as cinéticas apresentadas neste trabalho sdo originadas de cultivos estaticos,
em estufa a 30°C. Para avaliar a influéncia da agitacao no processo de produ¢ao da enzima,
foram realizados, simultaneamente, cultivos em estufa e em shaker a 200 rpm. Nestes
experimentos, partiu-se de pré-indculo e indculo na mesma condigdo, ou seja, de cultura
incubada em estufa a 30°C, resultando num mesmo in6culo de células centrifugadas e
lavadas com NaCl estéril 0,85% para o processo fermentativo. Os ensaios foram realizados
em duplicata e a Figura 4.38 apresenta o perfil do crescimento celular em ambas as

condig¢des e o desvio padrao em cada instante da medicao.
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Figura 4.38 — Perfil de concentragdo de células em cultivos de Zymomonas mobilis (A

cultivo sem agitacdo e O cultivo com agitacao a 200 rpm).

A partir de 3 horas de cultivo € possivel se observar um crescimento mais lento para
o experimento com agitacdo. Resultados semelhantes puderam ser observados na atividade

e na atividade especifica, como pode ser visualizado na Tabela 4.36 a seguir.

Tabela 4.36 — Atividade e atividade especifica da asparaginase em cultivos de Zymomonas

com e sem agitacao.

_ 14 horas 34 horas
Condicao
. . Atividade . Atividade
de ensaio  Atividade (IU) Atividade (IU)
especifica (IU/g) especifica (IU/g)

com

' 0,0009 £ 0,0007 0,22 +0,13 0,0032 +0,0018 0,70 + 0,22
agitacao

sem

_ 0,0042 + 0,0007 1,04 + 0,18 0,0055 +0,0014 1,08 £ 0,20
agitacdo

Os resultados mostram que a atividade de asparaginase gerada por massa de células
¢ cerca de 60 a 80% superior nos cultivos estaticos, mostrando que a agitacdo ndao ¢ um
fator preponderante nem para o crescimento em meio minimo e nem para a produgdo da

enzima.



140

4.13 — Investigacado das melhores fontes de carbono e de nitrogénio na

sintese da enzima asparaginase pela bactéria Zymomonas mobilis

A bactéria Zymomonas mobilis utiliza glicose e frutose como fonte de carbono ¢
energia para o seu crescimento. Para tentar compreender o mecanismo de sintese da
asparaginase por esta bactéria, que utiliza a rota fermentativa de Entner-Doudoroff,
resolveu-se avaliar fontes de carbono que entram nesta rota metabolica, como a sacarose e
o acido gliconico. A sacarose ¢ assimilada através da acdo das enzimas levanasacarase e
sacarase presentes em Z. mobilis, trasformando-se em glicose e frutose. Sob a agdo destas
enzimas, a sacarose ¢ transformada em glicose e frutose, produzindo sorbitol e acido
gliconico. Algumas linhagens de Zymomonas apresentam bons resultados em elevadas
concentragoes de sacarose (Costa et al., 2001). O &acido gliconico, por sua vez, ¢ um
produto oriundo da fermentacdo da glicose em funcdo da presenga da enzima glicose-
frutose-oxidorredutase (GFOR).

Considerou-se como ensaio padrdo o experimento com 10g/L de glicose, enquanto
que para as demais fontes de carbono utilizou-se 0 mesmo nimero de moles de carbono do
ensaio padrdo. Em todos os experimentos, a concentracao de asparagina foi igual a 0,5 g/L.

A cinética de crescimento celular ¢ ilustrada na Figura 4.39 para diferentes fontes de
carbono, apresentando também o erro gerado na reprodutibilidade a cada instante do ensaio.
As principais varidveis cinéticas sdo apresentadas na Tabela 4.37. Como pode ser
observado, sacarose e acido gliconico mostraram-se mas fontes de carbono e energia para a
bactéria, gerando um baixo crescimento celular de Zymomonas, o que pode ser oriundo de

algum carreamento de material das etapas anteriores de pré-inoculo e inoculo.
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Figura 4.39 — Perfil de concentragdo celular da bactéria Zymomonas mobilis frente a

diferentes fontes de carbono e os erros gerados a partir da reprodutibilidade dos

experimentos (¢ glicose, A acido gliconico, m frutose e o sacarose).

Tabela 4.37 — Principais varidveis cinéticas usadas para avaliacdo das diferentes fontes de

carbono na produgdo de asparaginase por Zymomonas mobilis.

Glicose Frutose Ac. Gliconico Sacarose

Inicio expoenencial (h) 2 2 3 3
Fase estacionaria (h) 10 12 9 9

It fase exponencial (h™) 0,39 0,33 0,28 0,29

X final (g/L) 0,40 0,34 0,16 0,11
Atividade asparaginase final (IU) 0,012 0,008 0,000 0,000
Yxs(g/g) 0,038 0,033 0,015 0,009
Atividade especifica final (IU/g) 1,02 0,83 0,00 0,00
Yys fonte C (IU/mol C) 0,003 0,002 0,000 0,000




142

Nas primeiras 5 horas de cultivo, sacarose, acido gliconico e frutose apresentaram
perfis de crescimento semelhantes, diferenciando-se ao longo da fase exponencial, quando
a frutose apresentou uma maior capacidade de sintese pela bactéria, resultando numa maior
producdo de biomassa. O fator de conversdo de substrato em células ao utilizar frutose
como fonte de carbono foi praticamente semelhante ao encontrado na literatura e ao obtido
com glicose.

A andlise de atividade de asparaginase ao final da fase exponencial de crescimento
foi superior para os experimentos com glicose, gerando uma produtividade de células em
enzima cerca de 18% superior aos experimentos com frutose. No experimento com glicose,
a quantidade de enzima convertida por mol de carbono foi cerca de 35% superior a
quantidade de enzima convertida por mol de carbono da frutose. Para validar os dados
experimentais, novos experimentos foram realizados com glicose e frutose, gerando os
resultados expostos na Tabela 4.38 a seguir.

Tais experimentos confirmaram a maior sintese da enzima ao se utilizar glicose
como fonte de carbono e energia, resultando em atividades enziméaticas acima de 65%
superiores aos experimentos com frutose e atividade especificas acima de 70% para células
geradas a partir da fermentacdo com glicose. A partir dos resultados obtidos, escolheu-se a

glicose como melhor fonte de carbono e energia para a sintese da asparaginase.

Tabela 4.38 - Atividade e atividade especifica frente a diferentes fontes de carbono.

Fonte de pmol Atividade Atividade
X (g/L) A Abs
carbono NH3/min Iv) especifica (IU/g)
0,62 0,172 0,0798 0,160 6,43
Glicose 0,56 0,137 0,0634 0,127 5,71
0,60 0,076 0,0351 0,070 2,93
0,58 0,024 0,0111 0,022 0,95
Frutose 0,52 0,003 0,0012 0,002 0,11
0,55 0,027 0,0125 0,025 1,14

A partir da melhor fonte de carbono para o crescimento e producdo da enzima, sao
realizados experimentos para avaliacdo da melhor fonte de nitrogénio na sintese da enzima.

Sanchez e Demain (2002) citam que, nos processos fermentativos em geral, amdnia,
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glutamina e asparagina sdo boas fontes de nitrogénio, enquanto prolina e uréia sio
classificadas como mas fontes de nitrogénio para as bactérias. Peptona e extrato de
levedura, fontes organicas que contém em sua composi¢ao todos os aminoacidos essenciais
também sdo estudadas. Semelhante aos estudos com a fonte de carbono e energia, tem-se
como experimento padrdo a fermentacdo com 10 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina.
Excetuando-se os experimentos com peptona e com extrato de levedura, onde foi usada a
concentragdo de 0,5 g/L, empregou-se nas demais fontes de nitrogénio o mesmo nimero de
moles de nitrogénio da asparagina do meio minimo convencional, isto &, 8,0 x 10™* moles.
A concentragdo de glicose utilizada em todas as fermentagdes foi 10 g/L. Na Figura 4.40 ¢

mostrado o perfil de crescimento da bactéria nas diferentes fontes estudadas.
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Figura 4.40 — Perfil do crescimento celular da bactéria Zymomonas mobilis frente a

diferentes fontes de nitrogénio e as réplicas das principais fontes abordadas (¢ peptona, ¢
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glutamina, ¢ asparagina, o aspartato, o sulfato de amonio, m prolina, a uréia, o peptona +

extrato de levedura).

Observa-se que, apesar de um crescimento inicial mais lento, as fermentagdes
conduzidas com asparagina, aspartato, sulfato de amoénio e glutamina levam a niveis
celulares praticamente semelhantes aos obtidos com peptona e peptona e extrato de
levedura, as melhores fontes de nitrogénio para a sintese de asparaginase. Isto também pode
ser visualizado na Tabela 4.39, onde sdo apresentadas as principais varidveis cinéticas
obtidas neste estudo.

Ainda que as fermentagdes com peptona e peptona e extrato de levedura tenham
mostrado um crescimento mais intenso ao longo da fase exponencial, as taxas especificas
de crescimento (p) obtidas nos cultivos com asparagina, aspartato, glutamina e sulfato de
amonio como fontes de nitrogénio se mostraram ligeiramente superiores. Mesmo
apresentando perfis cinéticos de crescimento diferentes, ao final dos cultivos se observa que

a conversao de substrato em células ¢ praticamente semelhante.

Tabela 4.39 — Principais varidveis cinéticas usadas para avaliacdo das diferentes fontes de

nitrogénio na produgdo de asparaginase por Zymomonas mobilis.

Sulfato Peptona +
Asparagina Aspartato Prolina Glutamina  Uréia Peptona
amonio E. lévedo
Inicio expoenencial (h) 3 3 SC 3 SC 3 2 2
Fase estacionaria (h) 18 18 SC 13 SC 14 13 13
M fase exponencial (h-l) 0,33 0,37 SC 0,42 SC 0,37 0,29 0,29
X final (g/L) 0,44 0,35 0,03 0,44 0,04 0,37 0,46 0,49

Atividade na fase 0,005 0,014 0,000 0025 0,00 0024 0040 0,044

exponencial (IU)
Yxs expon(g/g) 0,02 0,02 0,00 0,04 0,00 0,03 0,04 0,04

Atividade especifica fase

1.73 419 0,00 411 000 530 575 5091
expon (IU/g)
Atividade final (IU) 0,071 0,050 0,000 0,047 0,00 0,064 0,080 0,084
Yy final (2 /g) 0,04 0,03 0,00 004 000 003 004 004
A‘““’“"e(::;e:"ﬁm fimal 6,43 5.73 0,00 439 000 641 696 698
g

Yys glicose (IU/mol C) 0,018 0,013 - 0,012 - 0,016 0,020 0,021

sc- sem crescimento
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Na fase exponencial de crescimento, a quantidade de asparaginase produzida pelo
seu substrato especifico, asparagina, foi inferior aos demais aminoacidos utilizados e fontes
inorganicas de nitrogénio.

A glutamina, apesar de propiciar um rapido crescimento e bom rendimento em
biomassa e em enzima na fase exponencial, ndo foi capaz de manter semelhante
desempenho na fase estaciondria e continuar sintetizando uma grande quantidade de
enzima.

Contudo, os maiores rendimentos em biomassa e em enzima foram gerados ao se
utilizar peptona ou a mistura de peptona e extrato de levedura. Os experimentos com
peptona também levaram a uma maior conversao do substrato glicose em enzima em
comparagao com os demais ensaios. Pelo fato de a produtividade de células em enzima e o
rendimento em biomassa serem elevados no experimento com peptona, perdendo apenas
para o experimento com a mistura de peptona e extrato de levedura que tem como fator
negativo o uso de mais um substrato sem um incremento na produ¢do da enzima, escolheu-
se este nutriente como melhor fonte de nitrogénio para a sintese da enzima asparaginase.

Devido ao uso da peptona de carne obtida a partir da digestdo enzimatica (7% de
aminoacidos livres), ao invés de uma peptona resultante da digestdo pancreatica de caseina
(31% de aminoacidos livres), realizaram-se experimentos com peptona de carne, asparagina
e a combinacao destes. Isto foi feito para verificar a influéncia de uma fonte suplementar de
aminodcido, em particular o substrato especifico para a asparaginase, a asparagina, para a
sintese da enzima. Tais experimentos foram conduzidos utilizando-se 10 g/L de glicose e
0,5 g/L da fonte de nitrogénio. As variaveis cinéticas mais importantes sao dispostas na
Tabela 4.40.

Um acompanhamento ao longo do cultivo da atividade e atividade especifica frente
as trés fontes de nitrogénio estudadas ¢ apresentado na Tabela 4.41.

Os resultados indicam que, ao final do crescimento, o incremento de um aminoacido
a peptona no cultivo de Zymomonas mobilis ndo melhora significativamente a sintese da
enzima por esta bactéria, ainda que na fase exponencial o cultivo com peptona e asparagina
tenha resultado numa atividade superior a fermentagdo com apenas peptona como fonte de
nitrogénio. Porém, a atividade especifica apenas com peptona mostra-se cerca de 14%

superior ao cultivo com peptona e asparagina.
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Tabela 4.40 — Principais varidveis cinéticas usadas para avaliagdo da produgdo de

asparaginase por Zymomonas mobilis, quando asparaginase ¢ adicionada a peptona.

Asparagina  Peptona + Asparagina Peptona
Inicio expoenencial (h) 2 3 3
Fase estacionaria (h) 15 15 15
 fase exponencial (™) 0,31 0,33 0,32
X final (g/L) 0,53 0,58 0,52
Atividade na fase exponencial (IU) 0,017 0,063 0,062
Yxs expon (g /g) 0,01 0,02 0,02
Atividade especifica fase expon (IU/g) 2,22 5,03 6,50
Atividade final (IU) 0,042 0,054 0,040
Yxs final (g /g) 0,04 0,04 0,04
Atividade especifica final (IU/g) 3,93 5,20 6,01

Tabela 4.41 — Influéncia da concentracdo de asparagina na reagao de determinacdo da

atividade de asparaginase.

Fonte de Tempo A Ab Atividade Atividade
S
nitrogénio cultivo (h) NH3/min (I0) especifica (IU/g)
6 0,006 0,0028 0,09 0,006 2,09
) 9 0,016 0,0069 0,13 0,014 3,56
Asparagina
12 0,019 0,0086 0,31 0,017 2,22
15 0,047 0,0208 0,53 0,042 393
6 0,005 0,0021 0,11 0,004 1,25
Peptona + 9 0,026 0,0118 0,26 0,024 3,02
Asparagina 12 0,070 0,0314 0,50 0,063 5,03
15 0,061 0,0271 0,58 0,054 5,20
6 0,008 0,0037 0,14 0,007 1,75
9 0,023 0,0104 0,27 0,021 2,57
Peptona
12 0,069 0,0309 0,38 0,062 6,50
15 0,045 0,0202 0,42 0,040 6,01

Os resultados apresentados mostram a melhor produgdo da enzima ocorre ao se

utilizar glicose como fonte de carbono e energia e peptona como fonte de nitrogénio.
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4.14 — Estratégia de otimizacio da sintese de asparaginase pela bactéria

Zymomonas mobilis

Apo6s a escolha das melhores fontes de carbono e de nitrogénio para a formacao da
enzima asparaginase, busca-se otimizar as concentracdes destas fontes para que sejam
geradas altas atividade e atividades especificas. Para isto, realiza-se um planejamento
fatorial a 2 niveis, com réplicas no ponto central, conforme descrito na Tabela 4.42. As
concentragdes minimas ¢ maximas foram definidas ap6s um experimento prévio onde se
avaliaram as condig¢oes de crescimento da bactéria.

Os resultados cinéticos de cada cultivo estdo apresentados na Tabela 4.44. Para a
avaliacdo estatistica definiu-se tomar dois instantes de avaliagdo, que sdo na maior taxa

especifica de crescimento e em 9 horas de cultivo.

Tabela 4.42 — Condigdes do plano fatorial a 2 niveis para avaliagdo das melhores

concentragdes das fontes de carbono e nitrogénio.

Condigdes -1/-1 -1/+1 0/0 +1/-1 +1/+1 0/-1 -1/0 0/+1 +1/0
Glicose (gL) 1,0 1,0 50,5 100,0 1000 50,5 10 50,5 100,0
Peptona (g/L) 0,5 100 525 05 100 05 525 100 5025

Tabela 4.43 — Valores cinéticos do cultivo de Z. mobilis nas diferentes concentragdes de

glicose e de peptona estudadas.

. Tempo 1 Substrato Atividade Ativi(fade
Condicao ) nt”) X(gL) pH (/L) 1) especifica

Iu/g)

0 0,05 6,24 0,97 0,002 0,86

3 0,23 0,10 6,17 0,61 0,007 1,80

6 0,25 0,21 6,05 0,24 0,006 0,67

-1/-1 9 0,02 0,23 6,07 0,05 0,006 0,61

12 0,01 0,23 6,09 0,00 0,004 0,48

15 0,01 0,24 6,12 0,00 0,007 0,74

18 0,00 0,24 6,13 0,00 0,008 0,87
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Condigio Tempo W) X@L) pH Substrato Atividade Ativi(?ade
(h) (g/L) (IU) especifica
(IU/g)
0 0,06 6,36 0,78 0,001 0,28
3 0,22 0,12 6,28 0,56 0,002 0,31
6 0,25 0,26 6,17 0,01 0,002 0,18
-1/+1 9 0,02 0,27 6,20 0,01 0,001 0,09
12 0,00 0,27 6,23 0,01 0,001 0,10
15 0,00 0,27 6,25 0,01 0,002 0,18
18 0,00 0,27 6,26 0,00 0,003 0,31
0 0,04 6,26 46,33 0,024 15,19
3 0,39 0,12 5,95 44,95 0,019 3,98
6 0,47 0,48 5,52 30,79 0,036 4,99
0/0 9 0,18 0,83 5,26 27,67 0,149 5,98
12 0,07 1,02 5,23 16,58 0,169 6,61
15 0,04 1,14 5,22 3,53 0,168 5,89
18 0,02 1,21 5,26 0,05 0,120 3,97
0,03 6,13 48,05 0,029 27,83
0,22 0,06 6,01 45,80 0,025 10,47
0,49 0,25 5,69 42,90 0,039 3,93
0/0 0,28 0,58 5,39 29,72 0,155 6,66
12 0,15 0,92 5,24 15,96 0,164 4,45
15 0,06 1,09 5,19 3,25 0,160 3,66
18 0,06 1,29 5,28 0,02 0,190 3,68
0,05 6,28 47,69 0,030 16,53
0,31 0,12 5,96 44,46 0,030 6,63
0,48 0,50 5,53 33,36 0,040 5,56
0/0 0,20 0,92 5,329 26,43 0,150 5,39
12 0,04 1,05 5,20 16,66 0,180 6,74
15 0,04 1,19 5,21 2,04 0,180 6,00
18 0,04 1,34 5,33 0,012 0,190 5,68
0 0,06 6,16 100,79 0,018 7,69
3 0,37 0,19 5,94 97,39 0,021 2,77
6 0,23 0,39 5,70 89,08 0,018 3,14
+1/-1 9 0,23 0,78 5,47 85,11 0,045 1,91
12 0,09 1,04 5,36 71,74 0,068 2,61
15 0,05 1,22 5,25 62,90 0,055 1,79
18 0,04 1,37 5,31 53,93 0,115 3,36




149

Condigio Tempo W) X@L) pH Substrato Atividade Ativi(?ade
(g/L) (IU) especifica

(IU/g)

0 0,07 6,17 98,86 0,062 22,28

3 0,17 0,12 5,91 94,48 0,021 4,47

6 0,38 0,39 5,59 79,77 0,036 6,24

+1/+1 9 0,33 1,05 5,29 75,31 0,153 4,85
12 0,08 1,31 5,18 62,35 0,150 4,57

15 0,01 1,36 5,23 32,63 0,145 4,28

18 0,02 1,44 5,28 15,53 0,149 4,13

0 0,06 6,22 47,26 0,000 0,00

3 0,34 0,16 6,05 45,75 0,000 0,00

6 0,25 0,33 5,74 43,07 0,083 6,31

0/-1 9 0,26 0,73 5,49 40,11 0,160 5,50
12 0,04 0,82 5,37 33,42 0,211 6,42

15 0,05 0,95 5.4 25,27 0,214 5,64

18 0,02 1,01 5,41 4,79 0,231 5,26

0,08 6,36 0,96 0,000 0,00

0,28 0,20 6,24 0,60 0,000 0,00

0,18 0,33 6,16 0,23 0,001 0,09

-1/0 0,03 0,36 6,18 0,01 0,001 0,09
12 0,01 0,36 6,19 0,00 0,004 0,26

15 0,00 0,36 6,19 0,00 0,002 0,17

18 0,00 0,36 6,23 0,00 0,000 0,00

0,06 6,14 52,88 0,000 0,00

0,24 0,13 5,97 43,84 0,018 3,53

0,50 0,58 5,57 43,62 0,108 4,65

0/+1 0,28 1,35 5,3 32,22 0,187 3,47
12 0,02 1,45 5,2 16,11 0,225 3,89

15 0,03 1,59 5,23 2,03 0,206 3,24

18 0,01 1,66 5,33 0,00 0,186 2,80

0,06 6,07 109,86 0,000 0,00

0,23 0,12 5,93 106,03 0,004 0,77

0,32 0,32 5,63 99,07 0,086 6,70

+1/0 0,39 1,03 5,33 88,77 0,176 4,28
12 0,09 1,35 5,17 73,32 0,190 3,52

15 0,08 1,74 5,13 56,33 0,192 2,76

18 0,07 2,15 5,17 40,00 0,211 2,45
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Na avaliacdo estatistica do modelo que melhor define as concentragdes Otimas das
fontes de carbono e nitrogénio para as determinagdes de atividade e atividade especifica,
observou-se a influéncia da concentracdo de glicose e de uma varidvel ndo estudada na
determinag¢do da atividade e atividade especifica da enzima. Em todas as condigdes
estudadas, o modelo descrito na Equacdo 20 foi o que melhor se ajustou aos dados
experimentais, ainda que a atividade na taxa especifica maxima de crescimento tenha
gerado um coeficiente de correlagao de 0,74, pois na atividade especifica tal modelo gerou
um coeficiente de correlagdo igual a 0,94. Em 9 horas de cultivo, por sua vez, o modelo se

ajustou bem em ambas as condigdes, gerando um coeficiente de correlagdo acima de 0,95.

Y =a.X]+ap.Xo +a3.X1.Xo +a4.X1. X1 +a5.X7. X2 + ag (4.20)

onde X; ¢ a concentragdo de glicose no meio de cultivo (g/L), X, é a concentragdo de
peptona no meio de cultivo (g/L) e a;, &, a3, & € as sdo parametros do modelo.

Os parametros obtidos para as determinacdes de atividade e seus erros paramétricos
sdo apresentados nas Equagdes 21 a 24, sendo Y; e Y; as atividade e atividade especifica
para o estudo na taxa especifica maxima de crescimento, respectivamente, € Y3 ¢ Y4 as

atividade e atividade especifica para o estudo em 9 horas de cultivo, respectivamente.

Y] =0,022+0,014X] + 0,007+ 0,014X5 + 0,005+ 0,017.X1. X5 — 0,040+ 0,022X}. X1 +0,012+0,022X5.X5 +0,057+0,018 (4.21)
Yp =2,523+0,501X] +0,158+0,501X5 + 0,897+ 0,614X). X5 —2,216%0,771X].X] —0,131£0,771X5.X5 + 5,141+ 0,630 (4.22)
Y3 =0,0610,012X] +0,022+ 0,012X5 + 0,028+ 0,015X]. X5 — 0,094+ 0,019X1.X] — 0,009+ 0,019X5.X5 + 0,164+ 0,016 (4.23)
Y4 =1,708+ 0,435X + 0,065+ 0,435X5 + 0,865+ 0,533X].Xp — 3,191+ 0,669X1.X| — 0,891+ 0,669X5.X5 + 5,756+ 0,546 (4.24)

As Figuras 4.41 e 4.42 ilustram o comportamento da atividade e da atividade
especifica nas condigdes estudadas.
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Figura 4.41 — Comportamento da atividade e da atividade especifica no instante onde a

taxa especifica de crescimento ¢ maxima .

Além de o ajuste ser melhor em 9 horas de cultivo, vé-se claramente os diferentes
perfis de atividade e atividade especifica destes em relagdo ao tratamento estatistico
realizado no instante de maior taxa especifica de crescimento de cada condi¢do analisada. A
partir dos parametros encontrados no modelo, um novo conjunto de experimentos ¢

realizado com o valor ideal das varidveis X; (concentracao de glicose) e X, (concentracao

de peptona), cujos resultados cinéticos estao apresentados na Tabela 4.44
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Figura 4.42 — Comportamento da atividade e da atividade especifica em 9 horas de cultivo



152

Tabela 4.44 — Valores cinéticos do cultivo de Z. mobilis na otimizagdo do planejamento.

Tempo . Atividade
Condicao (h) nt’)  X(gL) pH Substrato - Atividade especifica
(g/L) ((19))
(IU/g)
0 0,04 6,08 85,09 0,000 0,00
3 0,22 0,07 5,99 78,05 0,008 3,03
6 0,34 0,20 5,75 76,02 0,054 6,71
+0,46 / +1 9 0,44 0,75 5,39 67,75 0,198 6,59
12 0,13 1,09 5,2 61,46 0,240 5,50
15 0,10 1,49 5,16 39,51 0,254 4,26
18 0,00 1,51 5,13 17,91 0,263 4,35
0,05 6,26 31,57 0,000 0,00
0,27 0,11 6,16 28,38 0,001 0,32
0,27 0,24 5,92 26,86 0,016 1,62
-0,38 /-1 9 0,20 0,45 5,61 25,04 0,095 5,25
12 0,13 0,65 5,49 23,58 0,157 6,03
15 0,03 0,72 5,44 19,51 0,198 6,86
18 0,06 0,87 5,33 13,71 0,202 5,80

Adicionando os dados cinéticos obtidos na otimizacdo ao modelo proposto e
comparando-se o valor maximo da atividade e atividade especifica preditas no modelo com

o valor experimental na condi¢do 6tima, encontra-se o quadro disposto na Tabela 4.45.

Tabela 4.45 - Comparativo entre os valores maximos preditos pelo modelo e os valores

experimentais da atividade e atividade especifica em 9 horas de cultivo.

Atividade (IU) Atividade especifica (IU/g)
o Tempo
R (h) Valor Valor Valor Valor
predito experimental predito experimental
I mix 0,117 0,054 6,26 6,71
0,46/ +1
9 0,197 0,198 5,89 6,59
I méx 0,045 0,016 5,03 1,62
-0,38 /-1

0,103 0,095 5,87 5,25
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Comparando-se o valor maximo da atividade predito com o valor experimental,
verifica-se que o modelo escolhido para o tempo de 9 horas de cultivo foi o que melhor
descreveu o processo. O mesmo foi observado para os valores da atividade especifica. A

Figura 4.43 ilustra o comportamento das atividades apds a otimizagao.
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Figura 4.43 — Comportamento da atividade e da atividade especifica em 9 horas de cultivo
apods a otimiza¢do do modelo.

O modelo otimizado em 9 horas de cultivo tornou significativo o parametro
relacionado com a peptona na determinagdo da atividade, ao mesmo tempo em que o
modelo para a atividade especifica manteve as mesmas caracteristicas de antes da
otimizagdo, como pode ser observado nas Equagdes 25 e 26, onde Y; e Y, sdo as

determinagdes de atividade e atividade especifica para o estudo na taxa especifica maxima
de crescimento, respectivamente.

¥} =0,062+0,010X; + 0,023+ 0,009X5 + 0,028+ 0,013X1. X5 — 0,092+ 0,025X1.X| —0.011£0,015X5.X5 +0,163£0,013 (4.35)

Yy =1715+0411X] +0,057+0366X5 +1,018+0,500X1. X5 — 3476+ 0,607X|.X| —0.570+0,596X,.X +5870+0,520 (4.36)

Os dados otimizados satisfizeram o modelo proposto, como pode ser visto na Tabela

4.45, indicando que uma das condi¢des 6timas para a producao da enzima ¢ a concentracao
de 73 g/L de glicose e 10 g/L de peptona.
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Comparando os resultados obtidos neste experimento com o ensaio realizado nas
mesmas condicdes e apresentado na Tabela 4.35 observa-se uma reducao significativa na
atividade e atividade especifica de asparaginase. Isto se deve a centrifuga¢do do indculo
antes de se iniciar a etapa de fermentagdo para evitar o acimulo de glicose no meio de uma

etapa para outra, como o visto no experimento apresentado na Tabela 4.44.

4.15 — Avaliacio da Estabilidade de Asparaginase nas Células de

Zymomonas mobilis

Com as condigdes oOtimas de produ¢do da enzima determinadas, avalia-se a
influéncia do tempo e da temperatura de armazenamento das células na atividade de
asparaginase.

Neste experimento, as células a serem inoculadas para a etapa seguinte foram
centrifugadas. Os resultados da cinética de fermentagdo estdo dispostos na Tabela 4.46. A
analise de estabilidade foi realizada coletando-se amostras em 9 horas de cultivo
fermentativo, centrifugando e lavando as células com NaCl 0,85%, descartando o
sobrenadante e adicionando 2 mL de NaCl 0,85%. As amostras foram armazenadas a
temperatura ambiente (£ 27 °C), na geladeira (= 4 °C) e no freezer (- 4 °C). O tempo de
armazenamento para analise de atividade, nas trés condicdes, foi de 3 dias, 7 dias, 14 dias e
30 dias. Os resultados de atividade e atividade especifica estdo apresentados na Tabela 4.47

e ilustrados na Figura 4.44.

Tabela 4.46 — Cinética fermentativa do cultivo de Zymomonas em peptona e glicose.

Tempo " Substrato  Atividade Atividade
(h) ) X L) PH (g/L) ((10)) especifica (IU/g)
0 0,05 6,05 77,35 0,019 9,84
3 0,34 0,14 5,90 72,65 0,036 6,65
6 0,37 0,41 5,55 70,87 0,112 6,78
9 0,30 1,00 5,33 65,59 0,542 13,50
12 0,10 1,36 5,25 50,94 0,535 9,86
15 0,10 1,83 5,28 26,12 0,500 6,85

18 0,08 2,30 5,19 0,02 0,501 5,45
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Pode-se observar que a cinética partindo de indculo com células centrifugadas foi
mais rapida do que os resultados anteriores obtidos com o inoculo partindo de uma cultura
liquida. Também deve ser destacada a alta atividade de asparaginase neste cultivo em

relacdo ao cultivo realizado na otimizagdo das concentragdes de glicose e peptona.

Tabela 4.47 — Atividade e atividade especifica em funcdo do tempo e temperatura de

armazenamento.
Tempo Temperatura A Abs pmol  Atividade Atividade
armazenamento armazenamento NH;/min av) especifica (IU/g)

0 - 0,421 0,2709 0,542 13,50

Ambiente 0,257 0,1797 0,359 8,96

3 dias Geladeira 0,397 0,2775 0,555 13,83

Freezer 0,272 0,1902 0,380 9,48

Ambiente 0,279 0,1953 0,391 9,73

7 dias Geladeira 0,382 0,2668 0,534 13,30

Freezer 0,277 0,1934 0,387 9,64

Ambiente 0,321 0,1920 0,384 9,57

14 dias Geladeira 0,424 0,2529 0,506 12,61

Freezer 0,297 0,1771 0,354 8,83

Ambiente 0,305 0,1976 0,395 9,85

30 dias Geladeira 0,381 0,2472 0,494 12,32

Freezer 0,295 0,1911 0,382 9,52
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Figura 4.44 — Comportamento da atividade e atividade especifica em fun¢ao do tempo e da

temperatura de armazenamento (o 27°C, m4°C e o -4°C).

Conclui-se com os dados que a geladeira ¢ a melhor forma de estar armazenando as
células, uma vez que a perda de atividade gerada apods 30 dias geladeira foi inferior a 10%,
enquanto que nas demais condicdes a perda chegou a 30%.

A inoculagdo para a fermentagdo propriamente dita com células centrifugadas gerou
variacoes na analise de atividade e, por conseguinte, na atividade especifica, como pode ser

observado na Figura 4.45.
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Figura 4.45 - Comportamento cinético das principais varidveis nas duas formas de

inoculacdo realizadas para a fermentagdo com 73 g/L de glicose ¢ 10 g/l de peptona

(A cultura liquida e O cultura com células centrifugadas).

Os resultados mostram que até a forma de inoculagdo gera dispersdes analiticas,

sendo, assim, necessario padronizar também a forma com a qual se transfere o indculo. As

células centrifugadas trazem a vantagem de ndo conduzir efeitos de carreamento da etapa

anterior, uma vez que apos a centrifugagdo do meio as células também sdo lavadas com

NacCl 0,85% estéril. Na fermentacdo em questdo, o residual de glicose da etapa de in6culo
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ao se utilizar a cultura liquida fez com que, ao final da fermentacdo, ainda houvesse uma

elevada quantidade de glicose no meio.

4.16 — Avaliacao da Influéncia do pH na Atividade de Asparaginase

Como o pH do meio de cultivo ndo ¢ controlado ao longo da fermentacao,
mostrando uma queda ao longo do consumo da fonte de carbono e energia e, apds a sua
exaustdo, um novo aumento do pH, como mostram as Figuras 4.9 a 4.14 ¢ 4.21, estudos
foram realizados para verificar se o controle do pH vem a beneficiar a producdo de
atividade asparaginasica.

A primeira etapa deste estudo foi a de avaliar em que concentragdo de tampao
fosfato ha crescimento e se ocorre grande variabilidade do pH nestas condigdes. Para isto,
padronizaram-se os tampodes analisados em pH 6,0. Os acompanhamentos realizados foram
a absorbancia e o pH ao longo do cultivo. A condicao onde o pH se manteve estavel e com
crescimento foi a concentragdo de 0,1 M de tampao fosfato de potassio. Os valores de pH
analisados nesta concentracdo variaram de 6,0 a 9,0, tendo como controle um cultivo
normal de 10 g/L de glicose e 0,5 g/L de peptona, sem controle de pH. A atividade
asparaginasica, determinada nas fases exponencial e estacionaria e apds 24 horas de cultivo,
estd apresentada na Tabela 4.48 e os perfis de crescimento, pH, atividade e atividade
especifica estdo ilustrados na Figura 4.46.

Os dados mostram claramente que o pH 6 ¢ o crescimento sem controle do pH
apresentam perfis de crescimento proximos, sendo esta, entdo, a faixa ideal para o cultivo
da bactéria. Além disto, o controle do pH mostrou o favorecimento na sintese da enzima,

gerando rendimentos superiores a 35% quando esta variavel estd sendo controlada.
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Tabela 4.48 — Atividade e atividade especifica em fungdo do tempo e temperatura de

armazenamento.
Tempo cultivo o A Abs pmol  Atividade Atividade
(h) NH;/min (IU) especifica (IU/g)
padrao 0,016 0,0125 0,025 5,22
pH6 0,027 0,0210 0,042 9,55
9 pH7 0,014 0,0113 0,023 8,06
pH 8 0,009 0,0067 0,013 8,42
pH9 0,005 0,0039 0,008 4,90
padrao 0,045 0,0354 0,071 8,05
pH6 0,082 0,0639 0,128 14,51
12 pH 7 0,028  0,0220 0,044 8,47
pH 8 0,021 0,0167 0,033 10,43
pHO 0,020 0,0159 0,032 13,28
padrao 0,092 0,0721 0,144 10,68
pH6 0,105 0,0824 0,165 13,73
24 pH 7 0,052 0,0406 0,081 7,96
pH 8 0,050 0,0390 0,078 8,13
pHO 0,060 0,0469 0,094 8,01
0,5 7,6
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Figura 4.46 — Perfil cinético da bactéria Zymomonas mobilis em diferentes pH’s (¢ padrao,

OpH6, ApH7,0 pH 8 ¢ mpH9).
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4.17 — Padronizacio das Etapas de Processo na Produciao de

Asparaginase por Células de Zymomonas mobilis

Dentre os objetivos deste trabalho destacam-se a manutencdo de reprodutibilidade
do processo fermentativo (minimiza¢do de variancias) e a maximizacdo da producdo da
enzima asparaginase. A Tabela 4.49 apresenta os resultados obtidos nos experimentos
realizados, com a inten¢do de avaliar a atividade e a atividade especifica durante a fase
exponencial de crescimento, antes e depois de padronizar a metodologia de
acompanhamento do bioprocesso.

Percebe-se claramente que a padronizagdo das metodologias de analise de atividade
e de inoculagdo gerou variagdes consideraveis na atividade e na atividade especifica de
asparaginase de Zymomonas mobilis.

Por exemplo, para a concentragdo de glicose de 10 g/L e 0,5 g/L de diferentes fontes
de nitrogénio, as atividades especificas variaram de 6,11 a 10, 93 [U/g células, antes da
padronizagdo, e de 2,93 a 5,30 IU/g células apds a padronizagdo. Essas variacdes ndo
podem ser explicadas pelo erro experimental, como atestam as réplicas realizadas para 10
g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina (2,93 e 3,56 1U/g) e para 10 g/L de glicose e 0,5 g/L
de peptona (5,22 e 6,50 IU/g). No entanto, as medidas de atividade obtidas antes dos
estudos de padronizacdo podem ter sido influenciadas pelas diferencas nos volumes de
meio de cultivo centrifugados para a reagdo de atividade asparaginésica, como foi mostrado
na Tabela 4.33. Além disso, ¢ possivel que as caracteristicas celulares tenham mudado ao
longo dos ensaios experimentais.

A variabilidade observada nos dados motivou a repeticdo dos experimentos que, antes da
padronizagdo, resultaram na maior atividade especifica da enzima. Dessa forma, procurou-
se verificar a influéncia das padroniza¢des realizadas, o que inclui a realizacdo de
experimentos com uma nova cultura da bactéria Z. mobilis CP4, fornecida pelo
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, para avaliar a
influéncia da condi¢do e da viabilidade celular sobre os resultados. Observou-se o nao
crescimento da bactéria nos ensaios realizados com asparagina e aspartato, como fontes de
carbono e nitrogénio, e baixo crescimento celular nos ensaios realizados com 1 g/L de
glicose. Apesar disso, os ensaios conduzidos com 50 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina

e 73 g/L de glicose e 10 g/L de peptona geraram resultados muito semelhantes aos
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anteriores. As Figuras 4.47 a 4.51 mostram os perfis cinéticos obtidos nos experimentos
conduzidos com 1 g/L de glicose e 0,5 g/l de asparagina, 1 g/L de glicose e 0,5 g/L de
aspartato, 0,5 g/L de aspartato e 0,5 g/L de asparagina, 50 g/L de glicose e 0,5 g/L de

asparagina e 73 g/L de glicose e 10 g/L de peptona, respectivamente.

Tabela 4.49 — Média da atividade e atividade especifica na fase exponencial de cultivo.

Antes das etapas de cultivo e metodologias analiticas serem padronizadas
Fonte de carbono Fonte de nitrogénio  Atividade (IU) Atividade especifica (IU/g)

1 g/L glicose 0,10 20,26

5 g/L glicose 0,09 8,73
10 g/L glicose 0,5 g/L asparagina 0,14 9,09
30 g/L glicose 0,13 8,19
50 g/L glicose 0,17 13,79
1 g/L glicose 0,5 g/L aspartato 0,06 13,19
10 g/L glicose 0,09 10,93
10 g/L glicose 0,5 g/L sulfato 0,09 6,11
0,5 g/L aspartato 0,5 g/L asparagina 0,09 21,71

Depois das etapas de cultivo e metodologias analiticas serem padronizadas
Fonte de carbono Fonte de nitrogénio  Atividade (IU) Atividade especifica (IU/g)

10 g/L glicose 0,5 g/L asparagina 0,070 2,93

10 g/L frutose 0,025 1,14
0,5 g/L asparagina 0,005 3,56

0,5 g/L aspartato 0,014 4,19

10 g/L glicose 0,5 g/L glutamina 0,025 4,11
0,5 g/L sulfato 0,024 5,30

0,5 g/L peptona 0,040 6,50

1 g/L glicose 0,5 g/L peptona 0,006 0,61

100 g/L glicose 0,5 g/L peptona 0,045 1,91
10 g/L peptona 0,153 4,85

1 g/L glicose 5,25 g/L peptona 0,001 0,09

100 g/L glicose 5,25 g/L peptona 0,176 4,28
73 g/L glicose 10 g/L peptona 0,198 13,50
32 g/L glicose 0,5 g/L peptona 0,095 5,25

10 g/L glicose 0,5 g/L peptona 0,025 5,22




162

0,4 1,2
1,0 8
0,3
= 0,8 1 ©
802 o . s S 20,6 A
> 01 B 8 @ @ 8 @ A 8B B O §0,4 g B
> B 6 o o © A
¢ & Co,2 o 4y
0,0 - \ \ \ \ \ 0,0
0 6 12 18 24 30 36 0 6 12 18 24 30 36
Tempo (h) Tempo (h
30,8 _ 04
1
5056 ; = ?0073 N =
< n \O’
gn 0,4 7 % § % 8 8 o s B & a <02 1 o o
s oA =B 8 @ @ u] ‘g o © g8
802 L 20,1 - a8 89 a
% > (=] A <tl} > o a o g A A N
B N
< 0,0 \ \ \ \ g—é—/\* 0,0 ﬁ—ﬁ—@—a—%—%—@—ﬁ#
0 6 12 18 24 30 36 1
Tempo (h)
0,25 100
a ~
QO,ZO - ¢ o =) 80
,§ 0,15 1 9 60
T - & 40
2 0,10 o 8 4.2 z . @ i} N 3
2005 = oy oH N B 20
A o
0,00 A= 3 < 0
0 6 12 1 24 30 36 0 6 12 18 24 30 36
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 4.47 — Perfil cinético das principais variaveis nas repeti¢des realizadas no cultivo de
Z. mobilis com 1,0 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina (¢ ensaio realizado em 14/05/03,
o ensaio realizado em 21/05/03, » ensaio realizado em 27/05/03, o ensaio realizado em
16/06/05, o ensaio realizado em 10/06/05, a ensaio realizado em 11/10/05 com nova cultura

de Z. mobilis CP4).

Nos experimentos executados com 1 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina ou de
aspartato (Figuras 4.47 e 4.48), vé-se que o crescimento ocorre de forma semelhante em
todos os experimentos enquanto ha glicose no meio. Contudo, apds a exaustdo da glicose,
nenhum crescimento € observado nos ensaios mais recentes, diferentemente dos ensaios

realizados no inicio do projeto.
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Figura 4.48 — Perfil cinético das principais varidveis nas repeti¢des realizadas no cultivo de
Z. mobilis com 1,0 g/L de glicose e 0,5 g/L de aspartato (¢ ensaio realizado em 21/05/03, =
ensaio realizado em 27/05/03, o ensaio realizado em 16/06/05, o ensaio realizado em

10/06/05).

Observa-se também que a fonte de nitrogénio ndo é consumida apos a exaustdo da
glicose nos experimentos mais recentes. Conclui-se, portanto, que parece haver uma
influéncia significativa das etapas de preparacdo do pré-indculo e do indculo sobre os
resultados finais. Nos experimentos realizados sem padronizagdo, cada uma das etapas teve

a duracdo de cerca de 24 horas, enquanto que apds a padronizacdo estas etapas foram
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conduzidas na taxa especifica maxima de crescimento, que foi observada ao redor de 10

horas de cultivo. Esse ¢ um ponto bastante relevante da andlise aqui apresentada, que ¢

pouco discutido na literatura.
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Figura 4.49 — Perfil cinético das principais varidveis nas repeti¢des realizadas no cultivo de

Z. mobilis com 0,50 g/L. de aspartato e 0,5 g/ de asparagina (¢ ensaio realizado em

21/05/03, = ensaio realizado em 27/05/03, o ensaio realizado em 16/06/05, o ensaio

realizado em 10/06/05, » ensaio realizado em 11/10/05).
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Nos experimentos realizados com asparagina e asparatato, diferentemente do

observado nos ensaios com glicose, nao houve crescimento celular, consumo das fontes de

carbono e nitrogénio, formacdo da enzima e nem varia¢do no pH do meio de cultivo.
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Figura 4.50 — Perfil cinético das principais variaveis nas repetigdes realizadas no cultivo de

Z. mobilis com 50 g/L de glicose ¢ 0,5 g/L de asparagina (0O ensaio realizado em 14/05/03 ¢

e ensaio realizado em 11/10/05).

No experimento conduzido com 50 g/L de glicose e 0,5 g/L. de asparagina, os perfis

cinéticos observados para o crescimento celular, os consumos de glicose e de asparagina, a
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atividade de asparaginase e a variacdo de pH do meio foram praticamente idénticos aos
obtidoss antes da padronizagdo do bioprocesso. O que diferencia os ensaios ¢ a atividade
especifica de asparaginase, provavelmente em funcdo da variabilidade de volume de meio
de cultivo centrifugado na andlise de atividade na fermentacdo sem as metodologias
padronizadas.

Como estes quatro experimentos adicionais, conduzidos nas melhores condigdes
experimentais para a producdo da enzima, foram realizados em paralelo, ndo parece
razoavel questionar a qualidade do in6culo nos cultivos com baixa concentragdo de glicose
e com asparagina e aspartato. A possibilidade de que a perda de atividade observada possa
estar sendo influenciada pelas células, ja que a cultura foi repicada sucessivamente desde
2002 para a condugdo dos experimentos e para a manuten¢do (realizada a cada 3 meses), foi
descartada apés condugdo de experimentos com nova cultura de Z. mobilis CP4. Isto
permite concluir que, em baixas concentragdes, as etapas de pré-indculo e indculo em
tempo elevado podem geram algum metabolito que venha a favorecer o crescimento e, por
conseguinte, a atividade de asparaginase. Esse ponto deve ser melhor investigado no futuro.

Nas concentragdes consideradas como ideais para o crescimento da bactéria e
producdo da enzima também foi realizado um experimento com a nova cultura da bactéria.
Observa-se na Figura 4.51 que, nas mesmas condi¢des de experimento, ou seja, inoculacao
na taxa especifica maxima de crescimento € com células centrifugadas, consegue-se uma
boa reprodutibilidade analitica dos dados experimentais.

Os experimentos feitos com asparagina e peptona como fontes de nitrogénio, em
alta concentracdo de glicose como fonte de carbono, levaram a rendimentos em enzima
semelhantes. Contudo, as altas taxas de crescimento e a atividade estavel apds a exaustdo
da glicose, aliado ao fator custo, fazem com que a peptona possa ser considerada como a

melhor fonte de nitrogénio para o crescimento da enzima pela bactéria Z. mobilis.
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Figura 4.51 — Perfil cinético das principais variaveis nas repetigdes realizadas no cultivo de

Z. mobilis com 73 g/L de aspartato e 10 g/L de peptona ( o ensaio realizado em 27/05/05, a

ensaio realizado em 11/10/05).

E apresentada na Figura 4.52 uma avaliagio da precisio analitica da

reprodutibilidade dos experimentos, antes e apds todos os controles e cuidados serem

efetuados. Os graficos mostram uma significativa redug¢do na dispersdo entre as medicdes,

corroborando a proposta que foi apresentada neste trabalho em se avaliar as causas de nao

reprodutibilidade de um processo fermentativo.
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Figura 4.52 — Avaliacdo do coeficiente de variacdo da reprodutibilidade de um processo
fermentativo ( m conjunto de experimentos com controle das etapas ¢ o conjunto de

experimentos onde nao era realizado o controle das etapas).

Conclui-se, portanto, que para que se atinja uma boa reprodutibilidade em uma
fermentagdo, a otimizacdo e o controle de qualidade devem ser preocupagdes continuas e

constantes, uma vez que a resposta celular pode mudar e, com ela, as condigdes 6timas de

operacao.

4.18 — Modelagem do Comportamento Cinético de Zymomonas mobilis
Com a finalidade de se conhecer melhor o comportamento cinético de um
microrganismo, pode-se também fazer uso da modelagem matemdtica, uma importante
ferramenta para o planejamento 6timo e a caracterizagdo de processos bioquimicos. O
processo biotecnologico ¢ um sistema complexo porque as reagdes bioldgicas sao
influenciadas pelo meio quimico, nivel de nutrientes e concentragdo do produto, assim

como pelas condigdes fisicas. O metabolismo e seus mecanismos de regulacdo ainda nio
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sdo completamente entendidos e as variagdes das condigdes fisicas causadas pela dindmica
de fluidos e pela transferéncia de massa tém de ser olhadas de forma simplificada. Assim, a
descricao matematica desses processos pode ser simplificada, mas ainda pode ser Util para
descrever os efeitos que sdo de grande importincia para o planejamento de processos,
aumento de escala, otimizagdo e controle automatico.

Para representar o processo em estudo, um modelo cinético nao-estruturado e nao-
segregado foi desenvolvido, utilizando o modelo de Monod como base para a montagem do
modelo de taxa especifica de crescimento celular. Vale salientar que ndo serdo
considerados os fendmenos de inibicdo por etanol e por glicose, uma vez que os
experimentos foram desenvolvidos com baixas concentragdes de glicose.

Com base nos resultados obtidos, o modelo cinético representativo para a taxa
especifica de crescimento (i) € descrito pela equagdo tipo Monod, multiplicada por um
termo adicional que torna a taxa especifica nula quando a concentracdo de amonia ¢ igual a

Z€10.

MmaX'S 1
l"’: '( - kNH )

(4.27)

A taxa especifica de consumo de glicose (qs) € considerada acoplada ao crescimento

celular, sendo representada pela equacdo a seguir:

s =— (4.28)

A taxa especifica de consumo da fonte de nitrogénio (v) é considerada como sendo
constituida pela equacdo tipo Michaelis-Menten, responsavel pela remog¢do de nitrogénio
em forma de amonia na molécula do composto nitrogenado (asparagina, peptona, sulfato de
amonio, etc).

v N
v = —max

4.29
km +N (+:29)
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A taxa especifica de formag¢ao de amonia leva em conta sua liberagao na forma de
amoénia do composto nitrogenado devido a agdo enzimatica e a sua assimilagdo pelas
células.

Anp, =04V =05 1 (4.30)

A partir dos dados dos ensaios de atividade enzimadtica definiu-se a taxa especifica

de formacao de asparaginase como diretamente proporcional ao crescimento celular.

Qady = Yyux-H (4.31)

As equacdes de balango de material para um sistema em batelada sdo descritas a

seguir:
X X X(0) = X, (4.32)
dt
a5 _ -qs.X S(0) =S, (4.33)
dt
(L—Ij =-v.X Aspn(0) = Aspny (4.34)
At
d d:” = g Aty XV Ativ(0) = Ativo (4.35)
dNH
o > =qum, X NH;(0) = NHs (4.36)

onde X ¢ a concentragdo de células (g/L), S € a concentracao da fonte de carbono (g/L), N ¢
a concentragdo da fonte de nitrogénio (g/L), V € o volume de meio de cultivo centrifugado

para analise de atividade (L), Ativ é a atividade de asparaginase (IU) e NH3 ¢ a
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concentragdo de amonia formada (g/L), p é a taxa especifica de crescimento (h™), pmax ¢ a
taxa especifica maxima de crescimento (h'), v é a taxa especifica de consumo de
asparagina (h'), qs é a taxa especifica de consumo de glicose (g/g.h), qaqy ¢ a taxa
especifica de formagdo de asparaginase (IU/g.h), quus € a taxa especifica de formagdo de
amonia (g/g.h), a; € a razdo molar entre a quantidade de amonia formada e o composto
nitrogenado de onde ela ¢ consumida, o, ¢ a razdo molar entre amoénia e as células de Z.
mobilis, Yux € o coeficiente de rendimento de asparaginase em células (IU/g), ki, € a
constante do modelo de Michaelis-Menten (g/L), ks ¢ a constante do modelo de Monod
(g/L), k ¢ uma constante e Yxs € o coeficiente de rendimento celular em glicose (g/g)

O sistema de equacdes diferenciais foi integrado utilizando-se o codigo DASSL
(Petzold, 1989). Os parametros cinéticos do modelo foram estimados por inspecao visual,
ajustando-se os valores simulados aos dados experimentais mostrados na Figura 4.1 para o
cultivo tipico da bactéria Zymomonas mobilis. O conjunto de parametros mostrado na
Tabela 4.50 ajustou bem a curva experimental apresentada, como pode ser observado nos
perfis temporais das principais variaveis do processo ilustrados na Figura 4.53. As curvas
simuladas pelo modelo (linhas) representam qualitativamente bem os dados experimentais

obtidos (simbolos).

Tabela 4.50 — Valores dos parametros do modelo cinético para o crescimento de

Zymomonas mobilis em meio sintético com 10 g/L de glicose ¢ 0,5 g/L de asparagina.

Parametro Valor
Mmax 0,25
Vinax 0,16

ks 0,08

Km 0,002

k 1,0.107
Yxs 0,036
Yux 8.4

Na Figura 4.53 observa-se a exaustdo da glicose em torno de 11 horas de cultivo.
Neste instante, ainda ha no meio de cultivo uma pequena quantidade de asparagina, que
continua sendo desaminada pela asparaginase, resultando em um acimulo de amdénia no
meio, conforme mostra a simulagdo. A atividade enzimatica apresenta um crescimento

similar ao padrdo apresentado pelas células. Contudo, na fase estaciondria de crescimento,
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os dados experimentais parecem indicar um ligeiro aumento da atividade enzimatica, apesar
da simulacdo realizada pelo modelo proposto indicar que apds o término da asparagina a
amonia liberada para o meio torna-se constante.

De um modo geral, o modelo matematico desenvolvido para representar a cinética
da bactéria Zymomonas mobilis e a producdo da enzima asparaginase, utilizando como
fonte de nitrogénio a asparagina, representou bem os dados experimentais. Ao se variar a
concentragdo de glicose, apenas os pardmetros Yxs € Yys necessitam ser ajustados para
cada corrida experimental. A Tabela 4.51 mostra a variagdo destes parametros com o
aumento da concentragdo de glicose. Apds a padronizagdo das etapas do processo, como
mostrado anteriormente na Tabela 4.49, houve uma queda significativa na atividade e
atividade especifica de asparaginase, possivel resultado das padronizag¢des das etapas do
processo e da quantidade de volume de meio a ser centrifugado para a andlise de atividade.
Na modelagem matematica, tal caracteristica do processo também ¢é observada a partir do

parametro Yxs .

Tabela 4.51 - Parametros cinéticos ajustados para o crescimento de Zymomonas mobilis

frente a diferentes concentragdes de glicose e asparagina como fonte de nitrogénio.

Parametro Concentracio de Glicose (g/L)
10 30 50 10 apoés padronizagdo
Yxs (g/) 0,036 0,020 0,013 0,037
Yux (IU/g) 8,4 7,8 12,2 3,0

Uma vez que se padroniza o processo com peptona como fonte de nitrogénio,
estudos de modelagem também sdo realizados nestas condi¢des, tendo como pardmetros a
serem ajustados para cada corrida experimental os rendimentos Yxs € Yys. A concentragao
da fonte de nitrogénio dos resultados apresentados na Tabela 4.52 ¢ semelhante a

concentracdo de asparagina analisada na Tabela 4.51.
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Figura 4.53 — Resultados da simulag@o da cultura de Z. mobilis utilizando 5% de inéculo

em 10g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina. Os pontos se referem aos dados experimentais

e a linha refere-se a simulagao feita a partir do modelo proposto.

Tabela 4.52 - Parametros cinéticos ajustados para o crescimento de Zymomonas mobilis

frente a diferentes concentragdes de glicose e peptona como fonte de nitrogénio.

Pariametro Concentracio de Glicose (g/L)
10 30
Yxs (g/g) 0,040 0,028
Yux (IU/g) 4,5 6,5
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Observa-se, a partir dos dados apresentados, que o modelo demonstra potencial para
descrever as principais varidveis do sistema. A taxa especifica de consumo de asparagina
obtida a partir da cinética de Michaelis-Menten (k,,), considerada como sendo responsavel
pela remogdo de nitrogénio em forma de amdnia na molécula de asparagina, gerou um
valor para esta enzima a partir dos experimentos realizados de 1,5.10°M, valor este
proximo ao da L-asparaginase II de Escherichia coli, indicando que além de estar no
periplasma da célula e ter afinidade pelo substrato L-asparagina, possui uma alta afinidade
pelo substrato e pode ser ativa contra o crescimento do tumor.

Em fun¢do destes resultados estudos sobre diferentes técnicas de permeabilizagido

da enzima sao realizados.

4.19 — Testes de Permeabilizacio para Extracio da Asparaginase da

Bactéria Zymomonas mobilis

Os primeiros testes de permeabilizacdo foram realizados em células de final de
cultivo em meio definido (10 g/L de glicose e 0,5 g/L asparagina), onde a concentracdo de
células esteve em torno de 0,4 g/L. Os testes foram realizados a partir de 40 mL de meio
centrifugado, ressuspensos ¢ lavados com NaCl 0,85%. Em cada tubo de amostra
centrifugada adicionou-se CTAB, EDTA ou a mistura de ambos, suspensos em tampao
fosfato de sddio. Utilizou-se 0,0017 g de CTAB e 0,0034 g de EDTA para 100 mL de
tampao fosfato de sédio. A permeabilizagdo foi realizada em banho a 37°C por 15 min,
onde, em seguida, as amostras foram centrifugadas e as analises de proteina e de atividade
foram efetuadas.

Além da medigdo da atividade nas células permeabilizadas, mediu-se também no
sobrenadante. Nesta, ao invés de um volume de amostra centrifugada, ja que ndo se tem
células, utilizou-se 0,5 mL deste sobrenadante, fazendo-se com que o volume total da
reacdo fosse 2,5 mL A analise de proteina foi feita pelo método de Bradford. Também foi
medida a atividade no meio de cultivo, sem permeabilizacdo. Os dados estdo expostos na
Tabela 4.53.

Observa-se que a permeabilizacdo das amostras, incubadas a 37°C por 15 min, ndo
foi eficiente, ndo gerando atividade no sobrenadante. Apenas no sobrenadante da

permeabilizacdo com CTAB foi que se encontrou alguma atividade de asparaginase. Em
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fungdo dos resultados obtidos, novos ensaios sobre formas de extracdo da enzima sao
realizados, aumentando-se a quantidade de detergente. Também se aplicou nos novos
ensaios a técnica de rompimento celular com lisozima, adicionando-se ao meio de

fermentagdo 1 mL de uma solucdo 4 g/L de lisozima.

Tabela 4.53 — Testes iniciais de permeabilizacdo em amostras de Z. mobilis.

Células Sobrenadante
Proteina

Amostra umol Ativ  Aespec pmol Ativ
AAbs AAbs (g/L)

NHiymin (IU) (IU/g.) NH;/min  (IU)
Meio 0,180 0,066 0,132 7,82 0,000 0,000 0,000 0,07
CTAB 0,148 0,054 0,108 6,43 0,002 0,001 0,002 0,19
EDTA 0,191 0,070 0,140 8,29 0,000 0,000 0,000 0,08

CTAB + EDTA 0,138 0,051 0,101 5,99 0,000 0,000 0,000 0,07

Os resultados obtidos nas permeabilizagdes com células resultantes da
fementacdo em meio rico (10 g/L glicose e 5 g/L extrato de levedura) sdo mostrados na
Tabela 4.54, onde se observa uma baixa atividade nos sobrenadantes de CTAB e lisozima,
ainda que o sobrenadante da permeabilizagio com CTAB tenha extraido uma grande

quantidade de proteinas.

Tabela 4.54 - Testes permeabilizagio com CTAB, lisozima e choque osmotico em

amostras de Z. mobilis.

Células Sobrenadante
pmol pmol
Amostra Ativ  Aespec Ativ  Aespec  Proteina

AAbs NHy/ AAbs NHy/

. aU)  (AU/gw) . (U) (U/gw)  (g/L)
min min

Meio 0,063 0,011 0,022 2,03 0,000 0,000 0,000 0,00 0,02

CTAB 0,067 0,012 0,024 1,62 0,002 0,004 0,001 0,01 1,61

Lisozima 0,017 0,003 0,006 0,37 0,014 0,025 0,005 0,29 0,18

Meio 0,178 0,032 0,064 3,99 0,000 0,000 0,000 0,00

Choque
0,138 0,024 0,049 3,06 0,000 0,000 0,000 0,00

osmotico
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Nao se conseguiu determinar a proteina no sobrenadante do choque osmotico ¢ a
analise de atividade nas células permeabilizadas foi praticamente semelhante a das células
intactas. Na permeabilizacdo com lisozima, o que se pode notar ¢ a atividade nas células e a
no sobrenadante praticamente semelhante. Devido a baixa quantidade de proteinas no
sobrenadante permeabilizado, obtém uma elevada atividade de asparaginase por grama de
proteina.

Ainda que os resultados com a lisozima tenham se mostrado bastante satisfatorios ,
a eletroforese destas amostras ndo apresentou nenhuma banda préoxima a amostra comercial
de asparaginase, ou seja, o medicamento Elspar®.

Novos experimentos com CTAB e lisozima foram realizados, adicionando-se com
EDTA ao final da permeabilizacdo com CTAB. Os dados de atividade e de concentracao de
proteina de células coletadas da fermentagdo em meio definido (10 g/L glicose e 0,5 g/L
asparagina) estdo na Tabela 4.55 e a eletroforese destas amostras se encontra na Figura
4.54. Para eletroforese destas amostras, utilizou-se 280ul de amostra ¢ 20 ul de tampao

para aplicacao, injetando-se 5 uL de cada amostra.

Tabela 4.55 - Testes permeabilizacdo com CTAB e lisozima em amostras de Z. mobilis.

Células Sobrenadante
pmol pmol Proteina
Amostra Ativ Ativ Aespec
AAbs NHy/ AAbs NHy/ (g/L)
. L) i U)  (AU/gy)
min min
Meio 0,301 0,1180 0,236 0,000 0,000 0,000 0,00 0,01
CTAB 0,278 0,1090 0,218 0,000 0,000 0,000 0,00 2,51
Lisozima 0,289 0,1133 0,227 0,000 0,000 0,000 0,00 0,48

Apesar dos novos experimentos possuirem atividade mais elevada, nenhuma

atividade foi encontrada no sobrenadante permeabilizado.
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1 2 3 4 5 6 7 8

1 - sobrenadante permeab CTAB
2 - Elspar®

3 - células permeab CTAB

4 - células permeab lisozima

5 - sobrenadante permeab lisozima
6 - Elspar®

7 - células permeab CTAB

8 - células permeab lisozima

Figura 4.54 — Eletroforese de amostras de permeabilizagdo com CTAB e lisozima.

Para melhor visualizagdo do padrdo Elspar® na eletroforese, que saiu pouco nitido
devido a baixa concentragdo de amostra, um quadro ¢ marcado na Figura 4.54. Ainda que a
atividades no sobrenante permeabilizado tenham sido nulas, observa-se que na
permeabilizacdo com CTAB tem-se uma banda na mesma linha da enzima comercial. As
células permeabilizadas utilizadas na eletroforese foram colocadas em contato com o
tampao de aplicagao da eletroforese, centrifugadas e o seu sobrenadante injetado.

Buscou-se avaliar a influéncia do tampdo na permeabilizacio com CTAB,
utilizando CTAB diluido em tampao fosfato de sédio 0,1M e tampao tris-HCI, que ¢
utilizado na analise de atividade. Em cada teste utilizou-se 0,053 g de células em 5 mL de
tampao com 5% CTAB (0,47 g CTAB/g células). A atividade das células foi de 0,128 U
(5,99 1U/g). Para os sobreanadantes permeabilizados, obteve-se no tampao tris atividade de
0,357 U e no tampao fosfato 0,178 U.

Para confirmar a eficiéncia do método de permeabilizagdo com CTAB, novos testes
com CTAB, lisozima e choque osmoético foram realizados. Mediu-se atividade apenas nas
células do meio de cultivo (1,4 IU/g). Entretanto, determinou-se as concentragdes de
proteina no sobrenadante permeabilizado (CTAB — 6,93 g/L, lisozima — 2,54 g/L, choque
osmético — 1,60 g/L). O valor da concentracao de proteina em CTAB foi significativamente
alto em todas as repeticdes e diluicdes realizadas. Apesar dos resultados para a

concentragdo de proteinas ndo se repetirem, sendo muito superior aos obtidos
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anteriormente, ainda se observa na Figura 4.55 que a permeabilizagdo com CTAB ¢ a mais

eficiente.

1 - Elspar®

2 - células Zymomonas

3 - sobrenadante permeab CTAB

4 - sobrenadante permeab choque

5 - sobrenadante permeab lisozima

6 - Elspar®

7 - sobrenadante permeab CTAB

8 - sobrenadante permeab lisozima

Figura 4.55 - Eletroforese de amostras de permeabilizagdo com CTAB, choque osmotico e

lisozima.

Os géis, com diferentes volumes de amostra injetados, 10 e 5 ul, respectivamente,
ainda mostram que a permeabilizagdo com CTAB ¢ a tinica que apresenta bandas proximas
a do padrio Elspar®.

Com uma nova amostra do medicamento Elspar®, buscou-se padronizar a
concentracdo de proteina a ser injetada em cada banda eletroforética. Cada frasco do
medicamento contém 10000 IU asparaginase e 80 mg de manitol, com 225 U/mg de
proteina. Assim, pode-se padronizar a injecdo de 5 ul de amostra contendo de 3 a 4 ug de
proteina/banda (injecao).

Para as amostras de células permeabilizadas, fez-se a consideracdo de que uma
amostra injetada contém 0,5 ug de proteina e 20 bandas, chegando-se a 10 pg de proteina
total. A partir da concentracdo de proteina do sobrenadante, sabe-se o quanto de amostra
devera ser diluido no tampao de aplicacdo e aplicada.

Os novos testes de permeabilizagdo foram aplicados em células obtidas das
fermentagdes do planejamento experimental, com peptona e glicose, com o objetivo de
avaliar a influéncia do pH do tampao fosfato de s6dio 0,1M na permeabilizacao de células
de Z. mobilis com CTAB. Para isto, utilizaram-se 2 g de células centrifugadas em 0,5%
(m/v) de CTAB em tampao fosfato, perfazendo um total de 0,025 g CTAB/g células.
Colocaram-se os frascos sob agitagdo durante 8 horas. A concentracdo de proteina no

sobrenadante centrifugado de cada tampao foi determinada pelo método de Bradford (ph
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5,0-2,29 g/L; pH 6,0 — 2,14 g/L; pH 7,0 — 5,86 g/L; pH 8,0 — 6,41 g/L), indicando que no
pH 8,0 uma maior quantidade de proteina esta sendo liberada para o meio. A eletroforese
destas amostras, ilustrada na Figura 4.56, mostra claramente a melhora da permeabilizacao
em solucdes tampdes com pH elevado.

Os resultados obtidos fizeram com que um novo estudo, numa faixa mais ampla de
pH, fosse realizado. Neste novo experimento, as células utilizadas foram resultantes das
fermentacdes para a otimizag¢do do planejamento experimental (73 g/L glicose com 10 g/L
peptona e 32 g/L glicose com 0,5 g/L. peptona). Além das permeabilizagdes com CTAB,
um outro método foi empregado, que é a permeabilizagdo com hexano (Geckil et al., 2005).
Os autores citam que o uso de compostos organicos, como solventes, detergentes e agentes
quelantes para a liberacdo das enzimas periplasmicas podem ser vantajosos no que se refere
ao custo do processo e causam permeabilizacdo seletiva das barreiras da parede celular,
permitindo preparagdo em larga escala das enzimas periplasmicas numa forma
relativamente pura. No sistema em estudo, os autores descrevem o método como sendo
rapido, econdmico e eficiente para a liberagao da asparaginase das bactérias gram-negativas
Enterobacter aerogenes e Pseudomonas aeruginosa, conhecidas por acumular asparaginase
anti-leucémica no espago periplasmatico. No método descrito, utiliza-se um sistema de fase
aquosa fosfato de potassio/hexano para a liberagdo seletiva da enzima. A concentraciao
otima do hexano, considerado o solvente mais eficiente por ser uma molécula pequena, o
que faz penetrar mais eficientemente na membrana celular, resultando na desorganizagao
suficiente da membrana para causar a liberacio da asparaginase, foi de 1%
(volume/volume).

Paralelamente aos testes de permeabilizagdao efetuados, foram utilizados filtros de
concentragdo e dessalinizagdo de proteinas da Millipore, enriquecendo em até 80 vezes a
amostra. O filtro utilizado foi o Centricon YM-30, que recupera acima de 85% amostras de
diferentes pesos moleculares. O mesmo foi aplicado tanto na amostra com CTAB quanto na
com hexano. Os resultados de atividade e atividade especifica do sobrenadante

permeabilizado, juntamente com a concentra¢do de proteina, sdo apresentados na Tabela

4.56.
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1 - sobrenadante permeab CTAB pH 5,0
2 - sobrenadante permeab CTAB pH 6,0
3 - Elspar®
4 - sobrenadante permeab CTAB pH 7,0
5 - sobrenadante permeab CTAB pH 8,0
| -' -' | 6 - Elspar®

7 - sobrenadante permeab CTAB pH 7,0

e -
e -

e -
k¥

Figura 4.56 — Eletroforese da permeabilizagdo com CTAB em diferentes faixas de pH da

solugdo tampao.

De um modo geral, entre a utilizagdo do método mecanico (sonicagdo), utilizacao da
lizozima, de um detergente como o CTAB, de um agente quelante e do choque osmético e
de um solvente organico apolar, a permeabilizagdo com CTAB ainda se mantém como a

mais eficiente (atividade no sobrenadante), com grande quantidade de proteina liberada.

Tabela 4.56 — Valores de proteina, atividade e atividade especifica no sobrenadante

permeabilizado.
pmol Ativ  Proteina A espec
Amostra AAbs

NH;/min (110)] (g/L) (TU/gpror)

pH S5 0,068 0,011 0,011 3,46 0,32

pH6 0,018 0,003 0,003 3,62 0,08

pH7 0,097 0,016 0,016 4,10 0,39

pH 8 0,062 0,010 0,010 4,57 0,22

pH 8,6 0,063 0,010 0,010 5,28 0,19

pH9 0,080 0,013 0,013 5,99 0,22

Hexano tampao fosfato pH 8,6 0,019 0,003 0,003 2,46 0,12

Hexano tampao tris-HCl pH 8,6 0,053 0,009 0,009 1,78 0,51

pH9 YM-30 0,132 0,022 0,022 9,37 0,23

Hexano tampao fosfato pH 8,6 0,040 0,007 0.007 3.48 0.20

YM-30

Para avaliar se o tempo de permeabilizagdo com CTAB em pH 9,0 ¢ elevado,
levando ao rompimento celular, novos experimentos sdo realizados, retirando aliquotas em

15 min, 1 hora, 3 horas, 6 horas, 9 horas e 24 horas. Em 6 horas, também se utilizou o o
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filtro Centricon YM-30 para concentrar as proteinas do sobrenadante. Os resultados de

atividade e de proteina estdo dispostos na Tabela 4.57.

Tabela 4.57 - Valores da concentracdo de proteina, atividade e atividade especifica no

sobrenadante em diferentes tempos de permeabilizagdo com CTAB em tampao fosfato a pH

9,0.
pmol Ativ Proteina A espec
Amostra AAbs
NH;/min (110)] (g/L) (1U/g)

15 min 0,145 0,023 0,023 2,52 0,91
1 hora 0,007 0,001 0,001 3,24 0,03
3 horas 0,013 0,002 0,002 2,89 0,07
6 horas 0,000 0,000 0,000 2,32 0,00
6 horas YM-30 0,030 0,005 0,005 4,43 0,11
9 horas 0,000 0,000 0,000 2,86 0,00
24 horas 0,027 0,004 0,004 2,96 0,13

O que se observa ¢ que para a liberacdo da enzima asparaginase sao necessarios

apenas 15 minutos de contato com o detergente, uma vez que neste tempo sdo geradas uma

atividade elevada e uma boa quantidade de proteinas.

Tabela 4.58 — Influéncia do tipo de tampao fosfato na permeabilizacdo das células de Z.

mobilis.
Tampao pmol Ativ  Proteina A espec
Amostra AAbs
Fosfato NHi/min  (IU) (g/L) (IU/g proteina)
Células 0,004  0,0028 0,003 0,91 0,33
Sédio Hexano 0,008  0,0056 0,006 1,62 0,37
CTAB 0,018 0,0127 0,013 3,19 0,41
Células 0,012  0,0085 0,008 1,14 0,70
Potassio  Hexano 0,014  0,0099 0,010 1,10 0,91
CTAB 0,020 0,0141 0,014 1,94 0,72

Com este tempo de permeabiliza¢ao definido, avaliou-se, entre os tampdes fosfato

de sddio e fosfato de potassio, qual tem maior influéncia na permeabilizagdo com CTAB e
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com hexano, além de se avaliar apenas o tampao em contato com as células. Os dados

obtidos encontram-se na Tabela 4.58 ¢ a eletroforese na Figura 4.57.

1 2 3 4 5 6 7 8 1 — Elspar® (~1,5 mg proteina/banda)

2 — sobrenadante tampao fosfato de sodio

-

= = - = b= 3 — sobrenadante tampéo fosfato de sodio e hexano

- 4 — sobrenadante tampao fosfato de sodio e CTAB
-y -

= = | 5 — Elspar® (~1,5 mg proteina/banda)

6 — sobrenadante tampao fosfato de potassio
7 — sobrenadante tampao fosfato de potassio e hexano

8 — sobrenadante tampao fosfato de potassio e CTAB
Figura 4.57 - Eletroforese da permeabilizacdo com CTAB e hexano em tampao fosfato de

sodio e fosfato de potassio 0,05M e pH § .

Os dados mostram atividade no tampao puro e, na eletroforese, a liberagao de varias
proteinas no hexano, divergindo do trabalho que menciona a liberacdo da asparaginase
praticamente pura, além do fato de ter a vantagem de o solvente organico ser mais barato e
poder ser eliminado por simples evaporagdo. O que se tem, apesar de atividade de
asparaginase inferior a permeabilizagdo com CTAB, ¢ uma elevada atividade especifica por
massa de proteinas nas amostras com hexano, com o tampao fosfato de potéassio sendo o

melhor tampdo para a liberagao das proteinas.

Um outro fato a ser observado ¢ que a permeabilizacdo com CTAB mostra a banda
da asparaginase um pouco mais evidente em tampao fosfato de sodio, ainda que os dados

de atividade tenham sido mais elevados para a permeabilizacdo em fosfato de potassio.

Por se ter obtido bandas mais nitidas no tampao fosfato de sdédio, além de atividade
apenas no contato do tampao com as células, um novo teste de permeabilizacao com CTAB
foi realizado. Para este estudo, as células utilizadas foram obtidas da fermentagdo com 73
g/L de glicose e 10 g/L de peptona. Em um dos sistemas, fez-se a permeabilizagdo com
CTAB em tampao fosfato (CTAB). No outro, a permeabilizacdo foi realizada em duas
etapas, onde a primeira aconteceu apenas com tampao, centrifugando e armazenando o

sobrenadante (tampao), e a segunda foi realizada adicionando-se as células centrifugadas
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CTAB diluido em tampao fosfato (tampao/CTAB). O objetivo era o de verificar se num

primeiro contato com tampao poderiam ser eliminadas outras proteinas, permitindo que na

segunda etapa uma maior quantidade da enzima de interesse fosse liberada. Os resultados

obtidos estdo ilustrados na Tabela 4.59 e na Figura 4.58, em duas corridas do gel. Também

foi realizada a concentra¢do de proteinas do sobrenandante permeabilizado com CTAB,

utilizando o Centricon YM-30.

Tabela 4.59 — Influéncia de uma etapa inicial de contato das células com tampao fosfato de

sodio na permeabilizagdo com CTAB.

pmol Ativ Proteina A espec
Amostra AADbs
NH;/min (Iv) (g/L) (U/mg proteina)

Tampao 0,002 0,0010 0,001 0,20 0,052
CTAB 0,008 0,0050 0,005 3,62 0,014
Tampao/CTAB 0,014 0,0087 0,009 4,22 0,021
CTAB YM-30 0,012 0,0074 0,007 4,38 0,017
Tampao/CTAB YM-30 0,025 0,0148 0,015 5,86 0,025

O processo de permeabilizagdo em duas etapas mostrou ser mais eficiente,

resultando numa maior atividade e atividade especifica cerca de 30% superior.
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1 2 3 4 5 6 7 8 1 — Tampdo
2-CTAB
. : ~e 3 — Tampao/CTAB
1"‘;'_: E E ! 4 — Elspar® (~1,5 mg proteina/banda)
| — -— Ll 5-CTAB YM-30
e — — 6 — Elspar® (~1,5 mg proteina/banda)
L e - L]

7 — Tampao/CTAB YM-350
8 — Elspar® (~1,5 mg proteina/banda)
1 2 3 4 5 6 7 8 1 — Tampao

—— = 2 — Elspar® (~1,5 mg proteina/banda)
A - 3-CTAB
:é § a ' 4 — Tampao/CTAB
| i L__} D . Elspar® (~1,5 mg proteina/banda)
— g™ 6 — CTAB YM-30

7 — Tampao/CTAB YM-30

8 — Elspar® (~1,5 mg proteina/banda)
Figura 4.58 - Eletroforese da permeabilizacdo com CTAB em tampao fosfato de sodio.

As eletroforeses em gel SDS-PAGE confirmam os resultados obtidos. As técnicas
de empregadas ainda nao possibilitam a separacdo e caracterizagdo da enzima asparaginase,
uma vez que muitas outras proteinas também se encontram no periplasma da célula,
necessitando, com isso, o emprego de técnicas cromatograficas. Contudo, uma etapa
anterior de lavagem mostra o favorecimento na liberacdo da enzima asparaginase,
indicando que otimizagdes desta técnica, aliada a uma técnica cromatografica, como a troca

10nica, permitam a separagado e purificacdo desta enzima.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E SUGESTOES

Este trabalho tem como principal objetivo estabelecer um protocolo de qualidade
que possa ser aplicado a Bioprocessos, através da investigacdo da influéncia das
condicdes de operacao sobre as principais variaveis do processo biotecnologico e sobre
os erros. Foi empregado como processo modelo a producdo da enzima asparaginase
pela bactéria Z. mobilis. Buscou-se, simultaneamente, a maximizacdo da producao da
enzima, avaliando-se as melhores fontes de carbono e nitrogénio durante o cultivo
fermentativo, e a identificacdo da melhor técnica para liberacdo da enzima
asparaginase, que esta localizada no periplasma da célula.

Os estudos realizados mostraram que a enzima é constitutiva, sendo produzida
tanto em meio rico quanto em meio minimo, contendo como fonte de nitrogénio
aminoacidos ou sais inorganicos nitrogenados. Os experimentos iniciais realizados com
1 g/L de glicose e 0,5 g/L de asparagina, sem controle dos tempos de preparacdo do
pré-indculo e do indculo, mostraram que, apos o término da glicose, a bactéria é capaz
de utilizar o aspartato e a asparagina residual como fonte de carbono e nitrogénio,
continuando a gerar a enzima asparaginase. Nessa mesma condi¢cdo, 0S ensaios
realizados somente com asparagina e aspartato mostraram que, apesar de um
crescimento mais lento em relacdo aos experimentos conduzidos com glicose, 0
rendimento de células em enzima e a conversdo de substrato em enzima sdo muito
superiores.

Os cultivos com agitacdo em incubador rotativo a 200 rpm mostraram que a
agitacdo ndo € importante nem para 0 crescimento nem para a sintese da enzima
asparaginase.

Os experimentos visando o entendimento do mecanismo de sintese da enzima, a
partir da investigacao sobre as melhores fontes de carbono e nitrogénio, mostraram que
a glicose € a melhor fonte de carbono para a bactéria e, como fonte de nitrogénio, a
peptona permite uma producdo de enzima superior ao uso de aminoacidos como fonte
de nitrogénio. O incremento de L-asparagina a peptona ndo levou a um aumento

significativo de producéo da enzima.
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Os estudos de otimizagdo das concentracbes de glicose e peptona para
incrementar a sintese da enzima, conduzindo a uma produtividade de asparaginase
elevada, indicaram 73 g/L de glicose e 10 g/L de peptona como a melhor condicdo para
execucgéo dos ensaios.

Este trabalho apresenta um estudo sistematico que visa determinar as condi¢des
que levam a uma nao repetitividade analitica e que podem tornar um bioprocesso nao
reprodutivel. Avaliaram-se os desvios e a precisdo de equipamentos e instrumentos de
analise, a repetitividade das analises ao longo de um cultivo e a reprodutibilidade do
processo fermentativo. Esse tipo de estudo é importante para avaliar a confiabilidade
das técnicas analiticas empregadas e levantar as causas de dispersdo no processo
fermentativo.

Nos experimentos conduzidos com baixas concentracdes de glicose e asparagina
ou aspartato como fonte de nitrogénio, a padronizacdo das etapas de inoculagéo na taxa
especifica méxima de crescimento, geraram resultados diferentes dos obtidos no
estudos iniciais, realizados sem padronizacdo. Em altas concentracfes de glicose,
contudo, pdde-se obter a reprodutibilidade de experimentos tanto com asparagina
quanto com peptona como fonte de nitrogénio. Os resultados indicam que as diferencas
ndo podem ser creditadas a mudancas celulares e devem-se, provavelmente, ao preparo
do pre-indculo e do indculo.

Os cuidados com a otimizagdo do indculo, produzidos com a mesma massa de
células e na taxa especifica maxima de crescimento, possibilitaram obter perfis de
crescimento, consumo de substrato e formacdo da enzima bastante reprodutiveis.
Todavia, cuidados com a manutencdo do microrganismo, quanto a sua condicdo e
viabilidade celular devem ser constantes, havendo sempre o estoque da célula matriz
(célula-mae) e repique da mesma, como uma forma de manutencdo celular e controle
de mutacGes que porventura possam ocorrer com 0 microrganismo em estudo.

O modelo proposto conseguiu reproduzir as condi¢bes experimentais e o0 baixo
valor da constante cinética de Michaelis-Menten obtido indica que a bactéria Z. mobilis
produz a enzima asparaginase do tipo 1, com alta afinidade pelo substrato asparagina.

Os experimentos de permeabilizacdo e eletroforese de proteinas em gel SDS-

PAGE mostraram que a enzima esta localizada no periplasma da célula. Contudo,
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muitas outras proteinas sdo liberadas, juntamente com a asparaginase. Além disso, a
asparaginase esta presente em pequenas quantidades. Desta forma, sugere-se estudar a
melhor forma de permeabilizacdo da enzima e os aspectos relacionados a comprovacao
de acdo antilinfoma. Cita-se, por exemplo:

> Investigar a melhor condicdo de permeabilizacdo da enzima, visando a

otimizacdo das técnicas de extracdo e separacao da enzima para a obtencao da
L-asparaginase pura;

> Realizar testes de acdo antilinfoma da enzima purificada, avaliando sua

atividade, toxicidade, estabilidade e imunogenicidade de uso;

» Caracterizacdo da cinética enzimatica da L-asparaginase de Z. mobilis;

> Aplicar técnicas de biologia molecular visando um aumento da expressdo da

enzima L-asparaginase.

A elaboracdo de um protocolo de qualidade, proposto neste trabalho, permite uma
abordagem simplificada das Ferramentas da Qualidade, visando a implantacdo de uma
gestdo voltada para a qualidade dentro de um laboratério de ensaios quimicos, enfocando
caracteristicas como higiene e seguranca no laboratério, a limpeza, ajuste, manutencéo e
instrucdes de uso dos equipamentos, preparo de solugdes, manutencdo e identificacdo dos
microrganismos, cuidados ao longo de um processo de fermentacdo para que se atinja a
repetitividade e reprodutibilidade (qualidade e confiabilidade), armazenamento, registro de
dados (controle e monitoramento) e controle estatistico, sem que seja necessaria a
certificacdo do mesmo. Com isso, sugere-se tornar o Protocolo de Qualidade um modelo a
ser seguido em um Laboratério como um todo para a garantia e confiabilidade dos

resultados.
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CAPITULO 6 - PROTOCOLO DE QUALIDADE

A preocupacdo com a qualidade na atividade produtiva ¢ um aspecto inerente ao
ser humano, que busca aperfeigoar, desenvolver e superar limites a fim de atender as
necessidades implicitas e explicitas. Ao mesmo tempo, a globalizagdo da economia ¢ a
conseqiiente formacdo de blocos econdmicos tém gerado barreiras técnicas e comerciais
para a aceitacdo de produtos estrangeiros. O Brasil tem se esfor¢ado para vencer estas
barreiras a partir da certificagdo pelas normas da série ISO 9000 e dos resultados
emitidos por laboratérios credenciados, o mais alto reconhecimento oficial de
competéncia de um laboratério em executar calibragdes ou ensaios especificos
(INMETRO, 2000), uma vez que a confiabilidade dos resultados ¢ um pré-requisito de
qualidade. Dentro deste contexto, as atividades de ensaios quimicos desempenham um
papel muito importante na garantia da qualidade destes produtos, beneficiando empresas
e usudrios que operam nesses mercados, eliminando, por exemplo, barreiras técnicas ao
comércio, reduzindo custos e eliminando a necessidade de duplicar ensaios em produtos
por importadores e exportadores (Linhares, 2000).

O controle de qualidade foi inicialmente exercido na forma de inspeg¢do de
produtos finais. Os graficos de controle e amostragem estatistica surgiram nas décadas
de 30 e 40, conforme os estudos de Dodge e Roming. Na década de 60 foi construido o
conceito de Controle Total de Qualidade onde, a partir de acdes regulatorias
denominadas Boas Praticas de Fabricag¢do, ficou explicito que a qualidade de um
produto deve ser construida durante todo o processo de fabricacdo e ndo apenas na sua
inspe¢do final. Além disso, houve a introducdo de ferramentas auxiliares de anélise ao
longo dos tempos, como os 5S e o diagrama de Ishikawa ou de causa-efeito, em que
aspectos de motivagdo, gerenciamento, materiais, métodos, maquinas e manpower
(instrugdo, habilidade, treinamento, disponibilidade) sdo exaustivamente investigados
no sentido da solug¢ao de problemas (Pinto et al., 2000). O diagrama de Pareto e o ciclo
do PDCA sao outras ferramentas interessantes no sentido de promover a melhoria
continua da Qualidade.

Na década de 70 surgiu a filosofia de trabalho denominada Garantia da
Qualidade, que consiste na atividade de prover, em toda a amplitude, a evidéncia
necessaria para estabelecer confiabilidade de que a funcdo qualidade estd sendo

adequadamente efetuada. Em 1987 surgiu na Suiga o sistema ISO 9000 (International
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Standard Organization), respaldado em normas internacionais e¢ com influéncia
extremamente forte sobre bens e servicos devido ao impacto econdmico, seja no
mercado interno ou mais intensamente no de exportagdes, bem como pela tendéncia
universal de formagdo de mercados fechados que as empregam como mecanismo
protecionista.

Implantar um processo de qualidade significa mudar a forma de atuacdo das
pessoas. A Politica da Qualidade expressa o comprometimento da organizacdo com o
processo de qualidade. Esse movimento tem feito com que muitos laboratdrios travem
uma verdadeira corrida em busca do credenciamento em gestdo da qualidade (Sistema
da Qualidade). Contudo, isto nao se deve apenas a aplicacao das normas ISO 9000, por
constituir procedimentos padronizados, mas a uma visdo geral de principios que
permitam uma gestdo da qualidade, formando uma base so6lida para o crescimento e
desenvolvimento do laboratério. Dentro deste modelo, pode-se fazer uso dos Ciclos
PDCA (plan [planejar] - do [fazer] - check [checar] —act [agir]) e SDCA (standard
[padronizar] - do [fazer/treinar] - check [checar] —act [agir]) como ferramentas valiosas,
ajudando no planejamento para a melhoria continua e gestdo dos procedimentos
estabelecidos. O Programa “5S” vem sendo usado como o inicio da implantagdo de
Sistemas da Qualidade, com o intuito de evitar o desperdicio, racionalizar e organizar as
atividades produtivas, tornando o ambiente propicio a mudanga.

De acordo com Dias (1995), todo laboratorio, como uma unidade produtiva para
crescer, trazer beneficios para a sociedade, oferecer servigos de qualidade e satisfazer
seus clientes, deve focar sua atengdo numa gestao que atenda a principios fundamentais
de qualidade. Isso significa apresentar qualidade no atendimento, qualidade no servigo e
qualidade na entrega dos resultados. O credenciamento na norma ISO/IEC 17025
fornece requisitos para o gerenciamento da qualidade e também requisitos técnicos para
a adequada operacao do laboratoério.

De um modo geral, os pilares para o desenvolvimento e implantagdo do sistema
da qualidade sdo mostrados na Figura 6.1. Uma das primeiras importantes atividades ¢ a
definicdo clara da estrutura da organizacdo e do laboratorio, que inclui tipos de ensaios
e calibragdes, ambientes, equipamentos, pessoal, métodos e técnicas utilizadas,

possibilitando estabelecer as caracteristicas principais do laboratorio.
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Descreve o gistema da qualidade de
acorde com a politica e ohjetivos da
gualidade declarados e a norma aplicivel

Manual da
Qualidade Descrevem atividades das unidades funcionais
individuais, necessirias para implementar oz
le tos do sistema da qualidade
“Procedimentos e documentios lemenos do Sistemta a4
/ do sistema
Consistem em documentos

de trahalho detalhades

Instrucies de trabalho, formularies,
relatorios, eic

Figura 6.1 — Hierarquia de documentos do sistema da qualidade

Assim sendo, um sistema da qualidade que acompanha o ciclo da qualidade de

um processo bioquimico deve referendar os seguintes elementos;
- politica e organizacao do sistema da qualidade
- qualidade em recursos humanos e administragao
- qualidade no preparo
- qualidade no processo
- qualidade no tratamento de dados/resultados

O objetivo deste protocolo ¢ reunir, num sé texto, para divulgagdo aos
profissionais com interesse no assunto, uma abordagem simplificada das Ferramentas da
Qualidade, visando a implantagdo de uma gestdo voltada para a qualidade dentro de um
laboratério de ensaios quimicos, sem que seja necessaria a certificagdo do mesmo.
Muitas das informagdes aqui reunidas podem ser encontradas na literatura, dispersas em
varias publicagdes, muitas das quais num jargdo pouco familiar.

Ter-se-4 como exemplo a estrutura do laboratorio de Bioprocessos do Programa
de Engenharia Quimica da COPPE, enfocando caracteristicas como higiene e seguranca
no laboratério, a limpeza, ajuste, manutengdo e instrugdes de uso dos equipamentos,
preparo de solugdes, manutencdo e identificagdo dos microrganismos, cuidados ao
longo de um processo fermentativo para que se atinja a repetitividade e
reprodutibilidade (qualidade e confiabilidade), armazenamento, registro de dados
(controle e monitoramento) e controle estatistico.

Marques e Cabral (2000) dizem que desperdicio € todo e qualquer recurso que se
gasta na execu¢do de um produto ou servico além do estritamente necessario (matéria-

prima, materiais, tempo, dinheiro, energia, etc.). Com o intuito de evitar o desperdicio,
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racionalizar e organizar as atividades produtivas, o Programa “5S” vem sendo aplicado
como o inicio da implantagdo de programas de qualidade, visando tornar o ambiente
propicio a mudanga, ou seja, ¢ o que poderia ser chamado de uma “faxina geral”.

Dentro de um laboratério quimico esse tipo de programa funciona muito bem e ¢
facil de ser aplicado, porque a necessidade de organizacao geralmente ja ¢ um fator
inerente a atividade. Dentre os diversos resultados obtidos com a sua implantacdo,
citam-se: melhoria da qualidade e produtividade; melhoria da moral no ambiente de
trabalho e reducao do indice de acidentes.

O programa 5S consolidou-se no Japao a partir da década de 50, e no Brasil o
programa foi langado formalmente em 1991. Seu nome provém de palavras, que em
japonés comecam com “S”: seiri, seiton, seisou, seiketsu e shitsuke.

Os 5S no Brasil foram interpretados como sensos ndo por manter 0 nome
original do programa, mas porque refletem melhor a idéia da mudanca de
comportamento. Na Tabela 6.1 podemos encontrar os termos em japonés € sua

respectiva interpretacdo para o portugueés.

Tabela 6.1 — Interpretagdo em portugués para os “5S”

Japonés Portugués
1° Seiri senso de utilizagio
2° Seiton senso de organizagdo
3° Seisou senso de limpeza
4° Seiketsu senso de conservacao
5° Shitsuke senso de autodisciplina

Ter senso de utilizagdo ¢ identificar materiais, equipamentos, ferramentas,
utensilios, informagdes e dados necessarios e desnecessarios, descartando ou dando
devido destino aquilo considerado desnecessario ao exercicio das atividades do
laboratorio. Além disto, este senso pressupde que, além de identificar os excessos e/ou
desperdicios, estejamos também preocupados em identificar o porqué dos desperdicios,
de modo que medidas preventivas possam ser adotadas para evitar que o acimulo destes
excessos volte a ocorrer.

Ter senso de organizagdo ¢ definir local apropriado e critérios para estocar,
guardar ou dispor materiais, equipamentos, ferramentas, utensilios, informagdes e
dados, de modo a facilitar o seu uso e manuseio, facilitar a procura, a localiza¢do e a

guarda de qualquer item.
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Ter senso de limpeza refere-se a limpeza que as pessoas devem dispensar a sua
propria area de trabalho e, sobretudo, a conscientizacdo de manté-la limpa e de tentar
ndo sujar. Um fator importante deste senso ¢ que, ao procurar manter limpo um
equipamento, estamos cuidando também de sua manutenc¢ao.

Senso de conservagdo refere-se a preocupagdo com sua propria saide nos niveis
fisico, mental, e emocional, garantindo um ambiente ndo agressivo e livre de agentes
poluentes, boas condi¢des sanitdrias nas areas comuns (lavatérios, banheiros, cozinha,
restaurante, etc.) e cuidados para que as informagdes e comunicados sejam claros, de
facil leitura e compreensdo. Além de se praticar os trés primeiros sensos como forma de
melhorar o ambiente fisico de trabalho e, conseqiientemente, manté-lo saudavel, a
pessoa devera se preocupar com outros fatores que possam afetar sua saide como o
stress, por exemplo.

Ter senso de autodisciplina ¢ desenvolver o habito de observar e seguir normas,
regras, procedimentos, atender especificacdes, sejam elas escritas ou informais. Este
habito ¢ o resultado do exercicio da forca mental, moral e fisica. O continuo
desenvolvimento da autodisciplina promove o crescimento do ser humano em iniciativa,
criatividade e respeito.

Os cinco sensos constituem um sistema, ndo podendo ser discutido
isoladamente. Com o 5S prepara-se um ambiente propicio a implantagdo de um
programa de qualidade e produtividade. Sua pratica tem produzido conseqiiéncias
visiveis no aumento da auto-estima, no respeito ao semelhante, no respeito ao meio
ambiente e no crescimento pessoal.

Outra importante filosofia utilizada em Qualidade sdo as Boas Praticas de
Laboratério (BPL), onde estdo os cuidados com o fluxo de reagentes e solu¢des, como o
acondicionamento e validade das mesmas, utilizadas ao longo do processo, de forma a
minimizar a probabilidade de erros na formulacdo de um experimento, contaminagao
cruzada ou mesmo inversdo de componentes. Todos os procedimentos — limpeza,
técnicas de amostragem, critérios para armazenamento, calibracdo e ajuste de
equipamentos e materiais, métodos analiticos, instru¢des de uso de equipamentos —
devem ser escritos a fim de seus procedimentos serem facilmente seguidos por um
analista. As BPL tém por objetivo promover a qualidade e a validacdo dos dados dos
ensaios.

A amostragem, processo de retirada de uma quantidade apropriada de uma

populagdo ou por¢ao adequada de material, tem a finalidade de determinar as
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caracteristicas do material a ser analisado. Atinge seu objetivo quando certos cuidados
forem intrinsecos a propria técnica.

As medigdes, por sua vez, sdo importantes para se tomar decisdes com base em
fatos. Para isto, todo o laboratério precisa ter confiabilidade metrolégica, ou seja,
equipamentos adequados e aferidos e conhecimento prévio da margem de erro dos
resultados informados (desvio padrdo). Com isto, cada analista no laboratorio consegue
assegurar medigOes eficazes e eficientes, coletando e validando os dados. A principal
idéia ¢ a de que hé muitas fontes de incerteza para uma medida (erro da amostragem,
influéncia do método, variabilidade de tempo, aproximagdes e suposigoes incorporadas
ao método e ao procedimento de medi¢cdo) e que todos os componentes da incerteza
contribuem para a dispersdo da distribuicdo da incerteza, ou seja, a distribuicdo dos
valores que podem ser razoavelmente atribuidos a concentracdo verdadeira de um
analito.

A metodologia analitica aplicada num processo também ¢ responsavel pela

qualidade do produto. Os mesmos devem ser sensiveis e especificos, a fim de atender as
exigéncias de precisdo e exatidao.

O ponto de partida para a medida da variagdo ¢ a média aritmética dos dados. De
uma forma geral, pode ser definida como o total das observagdes dividido pelo niimero

das observagdes. A média de uma populacao ¢ indicada por ., enquanto a média de uma

amostra ¢ indicada por X . Em quimica, o nimero de 10 determinagdes ¢ bem aceito e

fornece uma boa visao estatistica.

>X,
— _i=l

X = (6.1)

n
onde o simbolo ) tem n sobre si e i = 1 para indicar que todos os nimeros como X;
devem ser somados, comeg¢ando com I = 1 ¢ terminando com i = n. O simbolo X;

simboliza o valor amostral i-ésimo, onde i é qualquer inteiro de 1 a n (Leite, 1996).

A intencdo em se medir o desvio ¢ buscar uma quantidade que meca a amplitude
de variagdo em torno da média de um conjunto de medidas. A amplitude ¢ a diferenca
matematica entre o maior ¢ o menor valor de um grupo de dados. O desvio padrao ¢ a
raiz positiva da variancia. Para uma populacao ¢ representado por o, enquanto o desvio

padrao amostral € representado por S.
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(6.2)

O desvio padrao deve ser utilizado para:
- célculo do erro envolvido em métodos de analise
- comparagao de métodos analiticos
- estabelecimento de especificagdes
- céalculo do erro envolvido num processo
- comparacao de processos
O coeficiente de variagdo (CV), também chamado de desvio padrao relativo, ¢
uma medida estimativa da precisao do método, expressando a relagdo percentual do
desvio padrao com a média dos valores obtidos.

CV (%) :% 6.3)

Para ter um significado quantitativo ao tamanho do desvio padrdo, considera-se

que o intervalo:

X+£S engloba cerca de 68% da populacgao
X+£2S engloba cerca de 95% da populagao
X£3S engloba cerca de 99,75% da populagao

A monitoracdo da qualidade deve ser realizada a partir da aplicacdo de métodos

estatisticos em todos os estagios do processo. Métodos estatisticos de investigagdo
baseados na teoria da probabilidade podem ser usados na estimativa de parametros, para
fazer testes de significancia, determinar o relacionamento entre fatores e tomar decisoes
objetivas com base na evidéncia experimental. Todavia, a selecdo de um método
apropriado depende essencialmente do tipo de medida, da técnica de amostragem e do
planejamento do experimento. Os procedimentos aplicados no controle estatistico t€ém o
objetivo de definir se a fonte da maior variagdo observada ¢ devido a variacao aleatoéria,
que ¢ inevitavel durante o processo de fabricagdo, ou a causas identificaveis, que podem
usualmente ser detectadas e corrigidas por métodos apropriados.

A repetitividade do método analitico ¢ a concordancia entre resultados de
medicoes repetidas, dentro de um curto periodo de tempo, com o mesmo analista e a
mesma instrumentagdo. E verificada por, no minimo, 10 determinagdes. A
reprodutibilidade ¢ a concordancia entre resultados obtidos em condi¢des modificadas

ou diferentes.
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Os graficos de controle podem ser utilizados como instrumento auxiliar no
controle e andlise de pardmetros fisicos, quimicos ou bioldgicos de um produto.
Qualquer medida que possa formar a base de aceitacdo ou rejei¢do de um produto
permite acompanhamento com um grafico. Ele ¢ realizado colocando-se na abscissa o
nimero das amostras analisadas e na ordenada o valor da variavel medida. Na escala
vertical ha trés valores importantes, pelos quais sdo tragadas as linhas horizontais da
média e dos limites inferior e superior de controle. O grafico fica dividido em duas
zonas: a zona I, interior aos limites de controle (ex: X £2.S) e correspondente a faixa
de normalidade ou de controle; a zona II, exterior aos limites de controle ¢
correspondente a faixa de anormalidade ou falta de controle.

Entre as varias ferramentas do controle estatistico de qualidade estdo os testes de
significAncia, nomeadamente o teste F e o teste t. Estes testes sdo utilizados para
verificar se existe diferenca significativa entre dois grupos independentes de dados. O
teste F compara a variagdo (dispersao) de dois grupos de dados, ao passo que o teste t
compara os valores médios desses dois grupos de dados. Calculam-se os valores para F
e t e comparam-se os resultados com o valor critico tabelo para o nivel de confianca
estipulado. Se o valor de F ou o valor de t excedem o respectivo valor critico, entdo o
grupo de dados ¢ estatisticamente diferente.

Para o teste F ¢ realizado o célculo
— S12

F=2L
S,

(6.4)

onde S>> S

Quando as duas variancias sdo iguais, o valor de F ¢ igual a 1,0. A medida que o
resultado se torna maior que 1,0 existe a possibilidade de que a diferenga entre as
variancias dos dois grupos seja significativa. Se ndo houver diferenca significativa entre
F ¢ o seu valor critico tabelado no limite de confianga analisado, aplica-se o teste t ou
teste de Student, utilizando a relagdo entre a diferenca das duas médias e a combinagao

dos erros padrao da média.

t:% (6.5)
SiL S
nl n2

O valor de t calculado ¢ comparado com o valor do t critico tabelado, no

intervalo de confianga especificado. Quando o valor calculado ¢ maior que o valor
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critico tabelado, pode-se concluir que a diferenga entre as médias € estatisticamente
significativa, ndo ocorrendo simplesmente uma variacao aleatoria.
A exatiddo traduz a concordancia dos valores experimentais com o valor

verdadeiro.

valor médio experimental

Exatiddio = 100 (6.6)

valor tedrico
Mesmo os mais exatos instrumentos de medida necessitam ser submetidos, de
tempos em tempos, a processos de aferi¢do ou calibragdo. Esta necessidade ¢ ligada
diretamente ao fato de que o envelhecimento ou desvios provocados por diversos fatores

ocorre e desloca o grau de exatidao dos instrumentos.

A qualidade e manutencdo periddica dos instrumentos de medicdo sdo alguns
pontos imprescindiveis para a medi¢do exata. O laboratorio deve verificar
periodicamente os volumes dispensados pela vidraria volumétrica e pipetas automaticas,
utilizando para isso a massa da dgua. No caso das pipetas automaticas, para garantir
medidas confidveis, além de procedimentos de limpeza e manutengdo de pegas, €
necessario verificar a performance da pipeta, avaliando-se o conjunto pipeta + ponteira
+ operador (técnica de pipetagem). A periodicidade da limpeza deve ser estabelecida de
acordo com a frequéncia de uso, nimero de usuarios para uma mesma pipeta, nimero
de ciclos em cada utilizacdo da pipeta e a natureza dos liquidos pipetados. A
periodicidade minima seria a cada trés meses. A ANVISA (2002) ainda enfatiza que a
pipeta deve ser guardada na posigdo vertical para evitar que ela entre em contato com
superficies que podem estar contaminadas e porque, se nao for feita a eje¢do da ponteira
e houver sobrado uma quantidade residual de liquido no interior da ponteira, ao se deitar
a pipeta este liquido pode escorrer para o interior do instrumento, contaminando e

danificando as pecas internas.

As balangas analiticas devem ser instaladas em local adequado, niveladas e
livres de correntes de ar, preferencialmente em bancadas exclusivas para as mesmas, €
estavel. Deve ser limpa imediatamente apds o uso. Para a maioria das balangas de
laboratério, o valor da divisdo real de verificagdo (d) deve ser 0,1 mg ou inferior. Com
isso, a carga minima (min) da balanca nao deve ser inferior a 100 x d. A incerteza da
pesagem (erro sistematico + erro randomico) ndo deve ser superior a 0,1% da massa

pesada.
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Os equipamentos com temperatura controlada devem possuir um termdémetro

colocado em seu interior, verificando-se diariamente a temperatura.

Higiene e seguranca no laboratorio

O laboratorio quimico ¢ um lugar possivel de acidentes e, por isso, a seguranca ¢
um fator fundamental, desde a localizacdo adequada dos equipamentos de seguranca a
itens elementares, como o uso de avental, mascaras e 6culos de protegao.

Cada um que trabalha no laboratorio deve ter responsabilidade no seu trabalho e
evitar atitudes impensadas de desinformagdo ou pressa, que possam acarretar um
acidente e possiveis danos para si e para os demais. Deve-se prestar atencdo a sua volta
e prevenir-se contra perigos que possam surgir do trabalho de outros, assim como do
seu proprio. A pessoa no laboratorio deve adotar uma atitude atenciosa, cuidadosa e
metddica em tudo o que faz, concentrando-se no trabalho e ndo permitindo qualquer
distracdo enquanto trabalha. Da mesma forma, ndo deve distrair os demais
desnecessariamente.

As regras definidas a seguir constituem a base das praticas de contengdo seguras
de laboratorio e podem ser estabelecidas como regulamentos de trabalho. Sao as regras
mais importantes, as quais podem ser acrescentadas outras, muitas delas, especificas
para cada laboratorio.

O laboratoério deve ser mantido limpo e em ordem, livre de todo e qualquer
material ndo relacionado as atividades nele executadas. As superficies de trabalho
devem ser impermedveis e resistentes a acidos, alcalis, solventes orgéanicos e calor
moderado.

Todo material biologico é por principio contaminado. Todo material quimico ¢&,
por principio, prejudicial a saude. Para evitar qualquer risco de presenca de residuos
quimicos e/ou contaminagdo, as bancadas e outras superficies de trabalho devem ser
descontaminadas pelo menos uma vez ao dia com hipoclorito a 1% ou éalcool a 70% e
sempre ap6s o respingo de qualquer material, sobretudo material bioldgico. O
laboratdrio deve ser mantido limpo e sempre antes e apds a manipulagdo de material
bioldgico, ou antes de deixar o laboratorio, os laboratoristas devem lavar as maos.

A proibicdo de fumar, comer e beber no local de trabalho, bem como a de
guardar alimentos, é uma adverténcia sobre o aumento de risco de contaminagdo por
microrganismos potencialmente patogé€nicos ou produtos quimicos, risco de incéndio e

inconveniéncia com relacdo aos colegas de trabalho.
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E essencial o uso dos EPIs (equipamento de protecdo individual) - roupas
protetoras, avental e de luvas - durante a execucdo de atividades no interior do
laboratorio, no sentido de prevenir a contamina¢do da pele e da indumentaria do
analista. Tais roupas protetoras somente devem ser usadas no interior do laboratoério e
em corredores de areas técnicas comuns, devendo ser retiradas quando o analista deixar
o ambiente. E proibido o uso de tais roupas e de luvas, nas areas externas do laboratério,
tais como: sala de lanche, area administrativa, toalete, etc. Quando necessario, fazer uso
de oculos de prote¢do, ou outro tipo de protecdo facial, prevenindo os olhos contra
respingos e explosdes.

Deve ser proibido o manuseio de macanetas, telefones, puxadores de armarios,
ou outros objetivos de uso comum por pessoas usando luvas durante a execugdo de
atividades em que, agentes patogénicos ou material correlato (quimico e/ou bioldgico)
esteja sendo manipulado.

A manipulagdo de compostos toxicos ou irritantes, ou quando houver
desprendimento de vapores ou gases, deve ser feita na capela.

Antes de acender uma chama do magcarico, certifique-se de que ndo existem
solventes proximos e destampados, especialmente aqueles mais volateis (éter etilico,
éter de petréleo, hexano, dissulfeto de carbono, benzeno, acetona, alcool etilico, acetato
de etila). Mesmo uma chapa ou manta de aquecimento quentes podem ocasionar
incéndios, quando em contato com solventes como éter, acetona ou dissulfeto de
carbono.

Quando existirem janelas nas dependéncias do laboratério, elas devem ser
dotadas de prote¢do contra insetos ou ndo serem abertas. A drea de trabalho deve ser
bem iluminada e ventilada, mas sem corrente de ar.

Antes de iniciar o trabalho, certifique-se de que haja 4gua nas torneiras.

Na hora de ligar um aparelho, verifique a voltagem e tome o maximo cuidado
durante o uso.

Uma das recomendacdes internacionais de BPL ¢ a de ndo jogar nenhum
material s6lido, produto quimico e bioldgico dentro da pia ou da rede de esgoto comum.
Armazene e identifique estes rejeitos em recipientes apropriados para que depois sejam
levados a um tratamento apropriado. S6 derrame compostos organicos liquidos na pia
depois de estar seguro de que ndo sdo toxicos e de ndo haver perigo de reacdes violentas
ou desprendimento de gases. De qualquer modo, faga-o com abundancia de agua

corrente.
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As vidrarias contaminadas devem ser colocadas em desinfetante quimico
(hipoclorito a 1% ou solugdo de Extran 5%) imediatamente apds o uso, antes de serem
lavadas e reutilizadas. O material restante de um crescimento microbioldgico, por sua
vez, deve ser previamente autoclavado (descontaminado) antes de ser descartado na pia.

Nao deve ser permitida a presenca de animais e plantas que ndo estejam
relacionados com as atividades do laboratério.

Ao iniciar as atividades praticas, voc€ entrard em contato com uma série de
problemas que exigirdo, para sua soluc¢do, cuidados especiais na manipulagao técnica e
raciocinio para a interpretagdo dos resultados. O trabalho no laboratorio serd mais facil e
exato se seguir os seguintes itens: mantenha-se informado sobre a localizacao de
material para socorro de urgéncia e de extintores de incéndio.

Os recipientes com solugdes em uso devem ser rotulados, datados e
armazenados em prateleiras localizadas na altura dos olhos para baixo, evitando-se
riscos de queda e derramamento.

Antes de utilizar reagentes quimicos, leia com atengdo os rotulos dos frascos,
evitando erros na realizacdo das técnicas. Conserve os frascos fechados e ndo coloque
tampas de qualquer maneira sobre a bancada.

Se precisar diluir um acido, despeje-o lentamente sobre a agua e agite.

Tome cuidado com reagdes que desenvolvem grande quantidade de energia.

A pipetagem e o manuseio de material contaminado devem ser feitos com o
maximo de cuidado, na camara de fluxo ou préximo a chama de um macarico. Nao se
deve pipetar com a boca material infeccioso ou toxico. Além disso, deve-se proteger a
ponta superior das pipetas com algodado antes de esterilizagao.

Produtos quimicos irritantes ou toxicos nao devem ser pipetados diretamente
com a boca, fazendo-se uso de pro-pipetas de borracha, buretas ou provetas e
manuseados dentro de uma capela. Nas diluigdes, nunca se deve juntar dgua ao acido
concentrado, devendo-se sempre adicionar o 4cido a agua, sob resfriamento, de
preferéncia.

Fazendo-se ou ndo uso de luvas durante a manipulagdo no laboratério, lavar as
maos sempre que houver mudanca de atividade, na saida do laboratorio e antes de
comer, beber e at¢ mesmo fumar. A lavagem deve envolver as mados e antebracos,
usando-se agua e sabao liquido. Usar, de preferéncia, toalhas descartaveis.

Deve-se ter todo o cuidado no manuseio de compostos suspeitos de causarem

cancer, evitando-se a todo custo a inalagdo de vapores e a contaminacao da pele. Devem
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ser manipulados exclusivamente em capelas e com uso de luvas protetoras. Entre estes
compostos, destacam-se os reagentes para a eletroforese de proteinas.

Ao se aquecerem substancias volateis e inflamaveis no laboratorio, deve-se
sempre levar em conta o perigo de incéndio. Para temperaturas inferiores a 100°C, use
preferencialmente banho-maria ou banho a vapor. Para temperaturas superiores a
100°C, use banhos de 6leo. Glicerina pode ser aquecida até 150°C, sem desprendimento
apreciavel de vapores desagradaveis. Chapas de aquecimento podem ser empregadas

para solventes menos volateis e inflamaveis.

Identificacdo de microrganismos

O estudo da morfologia e fisiologia bacteriana ¢ importante para auxiliar a
identificacdo e o tratamento a ser dado aos microorganismos, seja para serem
eliminados (bactérias patogénicas), seja para serem preservados (bactérias ndo
patogénicas).

De uma forma geral, as bactérias possuem um tamanho médio em torno de 1
micron e podem assumir, basicamente, trés formas: cocos, bacilos e forma curva ou
espiralada que, por sua vez, podem se associar em arranjos. As leveduras, por sua vez,

possuem forma oval ou cilindrica, com tamanho médio de 4 a § micras.

A visualizagdo direta em microscopio permite observar a morfologia e avaliar a
existéncia de motilidade. A técnica consiste em gotejar uma gota de solugdo salina
(0,85% p/v de cloreto de sddio) no esfregaco de uma coldnia passada assepticamente em
alca de platina para uma lamina de microscopia. Suspendida a colonia ou uma algada do
material a ser investigado, cobre-se com uma laminula e examina ao microscopio, com

objetiva de 100x.

Existem dois tipos de parede celular revelados pela coloragdo de Gram, que
dividem as bactérias em dois grandes grupos: Gram positivo e Gram negativo. As
bactérias Gram positivas possuem parede espessa de peptidoglicano associada a
molécula de acido lipoteicoico, que conferem rigidez e viruléncia. As Gram negativas
apresentam uma estrutura mais complexa.

A técnica de coloragdo de Gram ¢ utilizada para classificar bactérias com base
no tamanho, morfologia celular e comportamento diante dos corantes. Baseia-se na
reten¢do do complexo cristal violeta — lugol na parede espessa das bactérias, formando

um complexo de cor roxa. O tratamento com alcool-acetona ¢ a etapa diferencial. Nas
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bactérias Gram-positivas, o dlcool-acetona ndo retira o complexo corado, pois sua a¢ao
desidratante faz com que a espessa camada de peptidoglicano se torne menos
permedvel, retendo o corante. Nas Gram-negativas, entretanto, devido a pequena
espessura da camada basal e as descontinuidades existentes nesta camada, em pontos de
aderéncia entre a membrana externa e a membrana celular, o complexo corado ¢
extraido pelo dalcool-acetona deixando as células descoradas. O tratamento com
safranina ou fucsina ndo altera a cor roxa adquirida pelas Gram-positivas por serem um
corante mais fraco, ao passo que as Gram-negativas, descoradas pelo alcool-acetona,

tornam-se avermelhadas.
Dois itens s3o muito importantes para uma boa coloragao:

- idade da cultura, pois culturas muito jovens, velhas, mortas ou em

degeneragdo ndo sdo coradas adequadamente

- corantes e reagentes,onde se deve verificar a validade ¢ armazena-los

em frasco ambar e local escuro para evitar sua degradagao.
O método e as solucdes de coloragao de Gram sdo descritos a seguir:
Solugdo de violeta cristal (Gram I)
Solucao A: dissolver 2 g de violeta cristal em 20 mL de etanol 95%

Solugdo B: dissolver 0,8 g de oxalato de amoénio em 80 mL de agua

destilada.
Preparar as solucgdes separadamente e aguardar 24 horas antes de usar
Misturar as duas solugdes

Filtrar em papel de filtro, transferindo para um frasco protegido de luz. Validade

de 1 ano em temperatura ambiente.
Solugao de lugol (Gram II)
Solubilizar 2,0 g de iodeto de potassio em 300 mL de agua destilada

Dissolver, gradativamente, 1,0 g de cristal de iodo nesta solucdo de

iodeto de potassio

Aramazenar em frasco ambar. Validade de 6 meses em temperatura

ambiente
Solucdo Alcool-Acetona

Misturar igual volume de etanol 95% e acetona
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Guardar em frasco ambar bem vedado. Validade de 1 ano a temperatura

ambiente
Solugdo de safranina (Gram IV)
Dissolver 0,25 g de safranina em 10 mL de etanol 95%
Avolumar a 100 mL com agua destilada

Armazenar a solu¢do em frasco escuro. Validade de 6 meses em

temperatura ambiente
Em cimara de fluxo laminar:

Transferir assepticamente 1 gota de cultura para uma lamina de microscopia,
caso o microrganismo esteja em cultura liquida, ou fazer o esfregaco com alca de
platina em solugao salina (0,85% p/v de cloreto de s6dio), caso o microrganismo esteja

em cultura em meio solido.

Esperar a lamina secar e fixar a massa bacteriana passando a lamina algumas

vezes sobre a chama de um magcarico ou lamparina, no lado oposto do esfregaco.
Processo de coloracao:

Cobrir a l1amina com solucgdo de violeta cristal (Gram I) e deixar em repouso por

um minuto

Escorrer o corante e enxaguar a ldmina com 4gua para remover o excesso de

corante, sem que o jato caia diretamente sobre 0s microrganismos.

Cobrir a 1amina com lugol (Gram II) e deixar em repouso por um minuto.

Escorrer o fixador e lavar a lamina com agua.

Com a lamina inclinada, despejar algumas gotas da solu¢do alcool-acetona
(Gram III) por 10 segundos.

Enxaguar a lamina com dgua para remover o excesso de solvente.

Cobrir a lamina com solugdo de safranina (Gram IV) e deixar em repouso por 15
segundos.

Escorrer o corante, lavar com 4gua e deixar secar.

Observar a preparagao corada ao microscopio Otico sob imersdo, com aumento
de 100x. As bactérias Gram-positivas coram de roxo e as Gram-negativas de vermelho-
rosado. O tampao utilizado como liquido de montagem para aumentar a fluorescéncia ¢
feito com 0,15 g de Na,HPO4.2H,0, 50 mL de glicerol ¢ 100 mL de agua destilada.

Para a limpeza da objetiva usa-se uma solucao 70% de 4lcool etilico e 30% de éter.
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O in6culo ideal

Quando os microrganismos se reproduzem, por gemulacao ou fissao bindria, o
crescimento conduz ao aumento do niimero de células, podendo este crescimento ser
representado graficamente como o logaritmo decimal do nimero de células versus o
tempo de incubacao e permitindo calcular a taxa especifica de crescimento e o tempo de
geracdo ou duplicacdo do microrganismo em questdo. As fases de crescimento
microbiano sdo ilustradas na Figura 6.2. O meio do ino6culo pode também ser diferente
daquele do qual provém o microrganismo e, com isso, novas enzimas terdo que ser

sintetizadas para utilizar novos nutrientes.
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Figura 6.2 — Fases do crescimento microbiano.

Durante a fase de lag ou fase de laténcia da-se a replicagdo do ADN, a massa
celular comeca a aumentar e, finalmente, da-se a divisdo celular da bactéria. Seu tempo
varia consideravelmente com a condicdo em que se encontra 0 microrganismo € a
natureza do meio, podendo ser muito longa se o indculo provém de uma cultura velha
ou de uma cultura que refrigerada ou até mesmo se o novo meio for muito diferente do
meio de onde as bactérias provém. Por outro lado, quando se transfere uma cultura
jovem em fase de crescimento exponencial para um meio fresco de igual composi¢ao, a
fase lag ¢ muito curta ou praticamente inexistente. Na fase exponencial de crescimento,
os microrganismos crescem e se dividem a sua taxa maxima devido ao potencial
genético, a natureza do meio e as condigdes de crescimento (temperatura, pH,
disponibilidade de agua, etc.). A taxa de crescimento ¢ constante durante a fase

exponencial o que significa que os microrganismos se dividem em intervalos regulares
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de tempo (tempo de geragdo, g) e a biomassa duplica igualmente nesses intervalos de
tempo. Durante esta fase existe uma uniformidade populacional em termos de
propriedades fisiolégicas e bioquimicas. Por este motivo, as culturas em fase
exponencial sdo geralmente usadas em estudos fisioldgicos e bioquimicos dos
microrganismos

Uma vez que a cultura bacteriana deve ser desenvolvida exponencialmente logo
apos a sua inoculagdo, o indculo ndo deve estar apenas na fase exponencial de
crescimento, mas também ser transferido sobre condi¢cdes que ndo permitam qualquer
interrup¢do na sua reproducdo celular. O tamanho de in6culo ideal esta na faixa de 3 a
10%, permitindo a sua reutilizacdo ao longo de 3 a 4 geragdes.

Na fase estaciondria, o esgotamento de pelo menos um nutriente essencial e/ou a
acumulacdo de produtos inibidores do metabolismo leva ao fim do crescimento da
populacdo. As células de alguns microrganismos podem manter-se viaveis durante
periodos longos a custa das reservas endogenas, que usam em processos de manutengao.
Outras morrem assim que entram na fase estacionaria

Os estudos realizados mostraram que para se atingir uma reprodutibilidade de
crescimento, deve-se acompanhar o crescimento a partir da medida de densidade o6tica e,
com esta medida ao se atingir a taxa especifica maxima de crescimento, inocular a
mesma massa de células da etapa anterior. Uma diferenga nesta etapa, transferindo-se
células antes ou depois da fase de méaxima capacidade celular, pode gerar variagdes

significativas na quantidade e na qualidade do inoculo.

Confiabilidade das medic¢des analiticas

A adequacdo dos métodos analiticos ¢ de fundamental importancia no processo.
Para assegurar a qualidade analitica, estudos de repetitividade, com no mimimo dez
amostras, devem ser efetuados, avaliando-se a média, o desvio padrdo e a precisao do

método empregado. O coeficiente de varia¢dao deve ser inferior a 15%.

Procedimentos de Planejamento e Otimizacéo

Em um bioprocesso, quando se estd interessado na sintese de determinada
substancia, a produ¢do desse material dependera de diversos fatores ou propriedades,
tais como tipo da fonte e concentracdo dos reagentes que participam da sintese,

temperatura, pressdao, pH, agitacdo, etc. Para se obter um rendimento maximo, deve-se
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escolher todas as propriedades necessarias para descrever o sistema e procurar ajusta-las
até a obtencdo da maior massa ou concentracdo da substancia de interesse. Entretanto,
podemos considerar que algumas dessas propriedades ndo devem interferir
significativamente no resultado final e conseqiientemente, com o intuito de obter
resultados significativos mais rapidamente (o que também pode ser considerado como
um processo a ser otimizado), selecionamos apenas um conjunto restrito de
propriedades que acreditamos ser responsaveis pela maior ou menor obtencdo do

produto desejado.

No desenvolvimento de novos métodos analiticos e no melhoramento ou
adaptacdo dos métodos ja estabelecidos, o planejamento de experimentos avalia os
fatores que exibem efeito significativo sobre a resposta do sistema e que podem ser
ajustados para melhorar os resultados do método (por exemplo, aumentar a
sensibilidade, diminuir reacdes paralelas e melhorar separagdes entre sinais analiticos).

O planejamento de experimentos ¢ uma técnica estatistica que reduz a carga
experimental, obtendo parametros da forma mais precisa possivel. Num planejamento
fatorial, as influéncias de todas as variaveis, fatores e efeitos de interagdao nas respostas
sdo investigadas. A otimizagdo pode ser dividida em estagios que se caracterizam pela
definicdo da funcdo objetivo (resposta), pela determinacdo dos fatores (varidveis) que
apresentam influéncias significativas sobre a resposta que se deseja otimizar e pela
otimizagdo propriamente dita, que € procurar a combinacdo dos valores dos fatores
selecionados que resultam na melhor resposta (maximizagao ou minimizacao). Modelos
de interacdo linear ou de segunda ordem sdo comuns.

Um procedimento criterioso para a otimizagdo de um sistema quimico deve
envolver as seguintes etapas:

> realizagdo de experimentos de varredura para caracterizar as variaveis do
sistema, usando um planejamento fatorial;

> localizacdo da regido 6tima ou ideal;

> certificacdo e/ou ajuste fino da regido 6tima, usando planejamento fatorial
e/ou superficie de respostas, dependendo de qudo apurados se desejam os
resultados.

O emprego de planejamento experimental exploratdrio de Taguchi e semifatorial
a dois niveis (Box e Draper, 1987) pode permitir avaliar a importancia e o efeito linear
das variaveis. A escolha do tipo apropriado de planejamento dependera do nimero de

varidveis, com a limitagdo da carga experimental exigida. Certos tipos especiais de
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planejamentos fatoriais sdo muito tuteis no desenvolvimento e melhoria do processo. Se
as combinacdes de k fatores sdo investigadas a 2 niveis, o planejamento fatorial

¢

consistird de 2* experimentos. Os niveis dos fatores sio dados por para o nivel
inferior e “+” para o nivel superior. O nivel zero ou central ¢ também incluido,
avaliando-se o valor médio das varidveis. Trés ou quatro experimentos centrais devem
ser sempre incluidos no planejamento fatorial para permitir a estimagdo do erro
experimental. Os ensaios e as replicatas devem, também, ser realizados de forma
aleatoria para evitar distor¢des estatisticas que possam vir a comprometer a qualidade
dos resultados obtidos e dos efeitos calculados para as varidveis estudadas. O efeito de
algumas variaveis relevantes selecionadas no planejamento exploratério pode ser mais
explorado empregando planejamento experimental fatorial completo com réplicas no
ponto central (Box e Draper, 1987). O uso de trés niveis sempre fornece mais
resultados, permitindo inferir sobre a existéncia de nao linearidades no processo, além
das interacdes entre as varidveis. A Figura 6.3 ilustra experimentos num planejamento
com 2 e 3 variaveis. Em func¢do deste nimero de fatores e de niveis, este planejamento
fatorial pode ser indicado como sendo 2% e 2°, o que ja sugere que o nimero de

experimentos diferentes a serem realizados ¢ 4 e 8, respectivamente.

2 variaveis 3 variaveis
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Figura 6.3 — Os planejamentos fatoriais com 2 e 3 varidveis.

A avaliagdo dos efeitos das varidveis e a otimizacdo da resposta serdo feitos
mediante utilizacdo de modelagem empirica e estimagao de parametros, empregando o
programa Statistica 6.0 (StatSoft, 2001), que descrevem como as variaveis

experimentais e suas interagdes influenciam na resposta.
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Em vista de tudo o que foi apresentado neste protocolo, sugere-se o fluxograma
disposto na Figura 6.4 como procedimento para a realizacdo de qualquer trabalho em
um laboratério de bioprocesso. As ferramentas de qualidade apresentadas no inicio

deste capitulo ajudam a criar um ambiente propicio ao desenvolvimento deste trabalho.

Avaliar materiais e equipamentos

l

Avaliar o microrganismo

v v
Estoque Uso
Fermentacao

Avaliar metodologias empregadas
ao longo de um cultivo

y

Utilizar ferramentas estatisticas
para avaliar as variaveis do processo

Figura 6.4 — Fluxograma de desenvolvimento de um biprocesso com qualidade.
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