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RESUMO

Com o propésito de produzir L-asparaginase por Erwinia
aroideae, foi estudado o crescimento e a formag3o de enzima em
fermentagdo descontinua.

Inicialmente foi estudado a influéncia de varios
nutrientes sobre a produgdo de L-asparaginase e crescimento
celular, fermentando em frascos erlenmeyers e em meio contendo
extrato de levedura. A concentragdo 6étima de lactose foi de 1%
quando foi obtida uma atividade maxima de L-asparaginase de 0,102
Ul/ml e uma massa celular de 1,95 g/l Acima de 1% de lactose,
houve inibigido na produgido da enzima e a massa celular permaneceu
praticamente constante. A adigdo de asparagina ao meio aumentou a
produgido de L-asparaginase, sendo que numa concentragio de 0,4% a
atividade de asparaginase foi de 0,17 Ul/ml e a massa celular foi
de 1,64 g/1. Acima de 0,4%, o aumento tanto da massa celular como
da atividade enzimatica foi pequeno; n3ic houve inibigdo até uma
concentracao de 1,6% de asparagina.

Usando soro de quei jo diluido, como fonte de
nutrientes, a produgaoc tanto de massa celular como de enzima foi
irriséria numa concentragdo de soro de 1% em termos de lactose. A
concentragdo 6tima do soro, onde se conseguiu uma atividade maxima
de enzima de 0,41 Ul/ml, foi de 3% em termos de Ilactose.
Suplementando-se o soro de queijo, diluido (2,73% ou 2% em termos

de lactosed,com triptona <0,3%) e asparagina (0,5%4> a produgio de

xiii



massa celular e de L-asparaginase aumentou bastante chegando-se a
uma atividade de 0,542 Ul/ml e uma massa celular de 4,52 g/l,
maiorportanto do que quando se usou extrato de levedura.

Para a fermentagdo em escala piloto, em fermentador com
'capacidade util de 16 litros, foi usado soro de queijo diluido
(2,73% ou 2% em termos de lactose) suplementado com 0,3% de
triptona e 0,54 de asparagina. A temperatura 6tima para a produgdo
da enzima L-asparaginase foi de 24,S°C, muito embora o crescimento
celular tenha sido maior a 28°G. A producdc de L-asparaginase
alcangou o maximo de 2,02 Ul/ml durante a fase de desaceleragdo de
crescimento e a massa celular, no final da fermentagdo, foi de
5,88 g-/1. O aumento da temperatura de 24,5°C para 28°C resultou em
39% de redug3o na produgio da enzima. A energia de ativag3io para o
crescimento celular foi de 8034 cal/mol. O controle do pH, gquando
comparado com uma fermentagdo sem o controle, n3o deu resultados
satisfatérios. O aumento da incorporacgdo de oxigénio ao meio
fermentativo, refletido pelo aumento do wvalor do Kv, favoreceu a

produg3oc da enzima bem como da massa celular.



SUMMARY

Cell growth and enzyme formation were studied in batch
fermentation for the purpose of obtaining L-asparaginase from

Erwinia aroideae.

Initially, the influence of some nutrients on the
L-asparaginase production and cell growth, on synthetic medium in
Erlenmeyrs flasks were investigated. The optimum lactose
concentration was 1% when the enzyme and cell mass reached 0.102
Ul/ml and 1.45 g/l1, respectively. Above +this limit the production
of enzyme was inhibited and the cell mass remained constant. The
addition of asparagine into the medium enhanced L-asparaginase
production. Cell mass and L-asparaginase activity reached 164 g/1
and 0.17 Ul/ml, respectively, with a 0.4%% asparagine
concentration. Above this limit, the increase in the cell mass and
L-asparaginase activity was reduced. There was no inhibition up to
1.6%% of asparagine concentration.

Using diluted powdered cheese whey, as a nutrient
suply, the production of cell mass and enzyme was insignificant
when the whey lactose concentration was 1%. The optimum whey
lactose concentration was 3%, abtaining a maximum L-asparaginase
activity of 011 Ul/ml. Supplementing the diluted powdered cheese
whey (2.73%> with 0.3% of triptone and 0.5% of asparagine, the
production of cell mass and L-asparaginase had a great
enhancement,, achieving 0542 Ul/ml of L-asparaginase activity and

452 g/1 of cell mass, greater than the production when yeast
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extract was used.

Pilot. plant fermentation experiments were made in a 16
liters fermenter; powdered cheese whey was used diluted 2.73%2),
complemented with 0.3% of triptone and 05% of asparagine, as a
fermentative medium. Optirhum temperatures for L-asparaginase and
cell mass production were 24.5°C and 28°C, respectively. Maximum
L-asparaginase activity <(2.02 UlL/mld> was obtained at 24.500, 500
rpm of agitation and 75 L/min of aeration; the cell mass
concentration was 8588 g/1. When the temperature was increased
from 245°C to 28°C the enzymatic activity decreased 392%.
Activation energy of cell growth was 8034 cal/mol. The pH
controlled pr«ocess, compared with the process without control, did
not give satisfactory results. Increase of oxigen incorporation

into the medium enhanced the production of L-asparaginase and cell

mass.
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1. INTRODUCAO

A enzima L-asparaginase, que hidrolisa o aminoacido
L—aspéragina em 4cido L-aspartico e aménia, causa regressSes em
certos tumores. Esta propriedade terapéutica permite seu uso para
o tratamento de doengas malignas em humanos, principalmente a
leucemia linfoblAstica aguda (Crowter, 1971).

S0 vaArias as fontes de L-asparaginase. A enzima
proveniente de uma fonte difere da mesma enzima proveniente de
outra fonte, em sua especificidade imunolégica, oferecendo
importante alternativa terapéutica para pacientes que se tornam
hipersensiveis a uma enzima de determinada fonte (Crowter, 1971).

Muitos trabalhos foram desenvolvidos no sentido de
estudar a produg3o de L-asparaginase usando fontes complexas de
nutrientes, dentre as quais se encontram o extrato de levedura,
triptona e hidrolizados de caseina. O uso destas fontes complexés
de nutrientes tem sido importante uma vez que, n3io estando
presentes, a produg3o celular bem como de enzima ¢é muito baixa.
Entretanto estes nutrientes s3o0 de custo elevado.

Nos ultimos anos, ateng3io especial tem sido dada ao
aproveitamento de residuos industriais para uso em processos
fermentativos. Sua altissima carga poluidora e seu grande volume

de produgdo os tornam agentes de alto risco poluidor de rios e

lagos.



Dentre estes residuos destaca-se o soro de queijo, o
qual tem sido usado amplamente para estudos em varios processos
fermentativos, incluindo a produgio de -galactosidase, acido
latico, etanol e proteina microbiana, no =sentido de diminuir esse
potencial poluidor e aproveitar seus nutrientes.

No presente trabalho estudou-se a producg3o de

L-asparaginase por Erwinia aroideae NRRL B-138, utilizando soro de

queijo como fonte de nutrientes. Inicialmente, verificou-se a
influéncia de varios compostos d(lactose, L-asparagina e extrato de
levedura) sobre o crescimento celular e produgio de L-asparaginase
no sentido de se otimizar o processo fermentativo. Posteriormente,
estudou-se o efeito de diferentes tem;;eraturas sobre o crescimento
do microrganismo e produgdo da enzima. Além disso, a influéncia do
monitoramento do pH com diferentes valores e o efeito da taxa de
aeragd3c e agitagdo sobre o processo fermentativo também foram
estudados. Finalmente, foi determinado o coeficiente de
transferéncia de oxigénio (Kv), pelo método de oxdag3o do

sulfito.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A L-asparaginase como agente terép;utico

2.1.1. Historico

A descoberta de que a L-asparaginase pode ser utilizada
no tratamento de algumas formas de doengas malignas em homens foi
primeiramente apresentada por Kidd (1953a,1953b)>, o qual observou
surpreendente reéiessﬁo em células de linfoma, transplantadas para
ratos e camundongos, apés a injegioco nestes animais de soro de
sangue de porcos das guianas. Soro de sangue de outras espécies,
tais como cavalos, coelhos e humanos, n3o foram efetivos. Esta
informag3o surgiu de experimentos nos quais o soro do sangue de
tais porcos foram usados como fonte de complementagido alimentar
dos animais testes. Embora este soro tenha aumentado a atividade
de anticorpos, houve forte inibigioc de tumor quando ele fol usado
sozinho. O efeito citotéxico do soro de sangue de porcos das
guianas, 1in vitro, contra células de tumor, deve ter sido
observado em varias ocasiSes por imunologistas durante
experimentos com anticorpos citotéxicos, mas a significancia da
descoberta n3io fol apreciada.

Broome <1961, 1963a, 1963b> deu boas evidéncias de que

a L-asparaginase era a responsavel pelos efeitos antilinfoma do



soro de sangue de porcos das guianas apés ter revisado trabalhos
de Clementi (1922, que investigou a distribuicio de enzimas
degradando aminoAcidos em tecidos de diferentes espécies animais.
Clementi observou que a L-asparaginase estava presente nos figados
e rins de muitas espécies, mas no sangue de somente um animal que
estudou - o porco das guianas. O soro de Sangue no qual n3o foi
observado a presencga de L-asparaginase também n3o tinha
propriedades antilinfoma. O agente inibidor de tumores e a
L-asparaginase pareciam ter as mesmas propriedades fisicas e
quimicas examinadas. Foi verificado que a estabilidade da enzima a
mudangas de temperatura e PH era analogo a do agente antilinfoma.
Quando as proteinas do soro f oram separadas por eletroforese e
cromatografia em DEAE celulose » a atividade antilinfoma foi
encontrada somente em fragSes que continham a L-asparaginase.
Células de tumor podem ser selecionadas por sua resisténcia 2a
L-asparaginase in vitro, e estas células também s3o insensiveis 23
enzima in vivo quando transplantadas para camundongos
susceptiveis. A purificagdo de L-asparaginase de outras fontes
mostraram sua potenciabilidade como inibidora de tumores. Isto
finalmente estabeleceu a fungio da L-asparaginase como um agente

inibidor de tumores.

2.1.2. Quimica e modo de at':;o

O peso molecular da L-asparaginase & de aproximadamente



140.000 e somente pequenas quantidades alcangam os compartimentos
extravasculares. Quantidades muito pequenas s3o0 encontradas na
urina, fluido cerebroespinhal, tecidos ou células vermelhas do
sangue (Schwartz et al., 1970).

A enzima ¢é estavel e em solugao, retém sua atividade
por varias semanas. A agao quimioterapica da enzima é baseada num
defeito metabdélico de certas células cancerigenas. Diferente de
céhulas normais, estas células malignas podem sintetizar
L-asparagina somente a uma taxa muito baixa e, consequentemente,
s3o dependentes de uma fonte exé4gena deste aminocacido. A agdo da
L-asparaginase ¢ eliminar a L-asparagina, resultando na morte das
células asparagina-dependentes (Crowter, 1971).

A L-asparagina estA presente na maioria, senio em todas
as proteinas animais. Células que s3o0 incapazes de =sintetizar a
L-asparagina em gquantidades suficientes através de outras fontes,
nio podem sintetizar proteinas na falta de um suprimento exégeno
de L-asparagina (Broome, 1963; Sobin et al., 1965>. A sintese de
proteinas é um dos primeiros eventos inibidos apés a aplicagdo de

L-asparaginase a células sensiveis.

2.1.3. Terapia em homens

A L-asparaginase & de grande valor no tratamento de
trés doengas: leucemia linfoblaAastica aguda CLLA>, linfosarcoma

leucémico e linfosarcoma. Regress8es e remissSes apreciaveis foram



obtidas nestas doencas usando a enzima como agente anico.
Pacientes com LLA respondem melhor do que aqueles com doengas nas
quais hA massas de tecidos de tumor como nos linfosarcomas, mas
apreciaveis regressdes de massas linfosarcomaticas ocorreram
(Crowter, 1971).

Dolowy et al. (1966> foi o primeiro a tratar um
paciente sofrendo de LLA com L-asparaginase. Embora o namero de
células blasticas no sangue periférico tenha diminuido, o paciente
morreu apdéts 10 dias.

Conforme citagic em Crowter (19713, Hill et al. <1967
foi o primeiro a obter remiss3o completa em LLA, e desde ent3do o
uso de L—aspaxlaginase no tratamento de LLA se difundiu.

Mais da metade dos pacientes com LLA tratados nos
estagios iniciais da doenga conseguiram remissio completa. Cerca
de 30%% conseguiram remissdSes quando a enzima foil usada
tardiamente. O maior numero de pacientes foram tratados no
"Memorial Hospital, New York" (Shwartz et al., 1970). De 73
pacientes com LLA tratados com L-asparaginase por mais de 14 dias,
62% conseguiram remiss3io completa com uma duragdo média de 60
dias. Nos pacientes que tiveram caracteristicas meningeanas, houve
uma redug3do no conteudo celular e proteico do fluido
cerebroespinhal. Isto foi surpreendente em vista da pobre entrada
da enzima nos tecidos extravasculares, uma vez que, dado o alto
peso molecular da enzima, somente pequenas quantidades chegam a
urina e ao fluido cerebroespinhal (FCE)>. Por outro lado, ha pouca

L-asparagina no FCE durante o tratamento e esta pode bem ser a



explicagio para o sucesso parcial.

Leucemia meningeana foi tratada por introdugdo direta
(gota a gotad de L-asparaginase no FCE, mas com espectativas
perigosas de efeitos colaterais. A remiss3io obtida nesta doenga
nao f 61 maior do que aquela obtida pelo tratamento convencional
(Crowter, 1971).

Uma das caracteristicas mais interessantes da agdo da
L-asparaginase é o seu Iindice terapéutico tremendamente alto
quando usada no tratamento de LLA <(Crowter, 1971). Taxas de
remissio com diferentes doses de enzima s3o0 mostradas na Tabela

21. O 1indice terapéutico nesta situagio é maior do que 500, o

TABELA 21 - Taxas de remissdo em leucemia linfoblastica aguda

usando diferentes doses de asparaginase.

Dose de L-asparaginase o Numero de remissSes
N- de pacientes
(UI/Kg/dia)a parciais e completas
10 12 6
200 10 6
1000 22 14
5000 11 7

Fonte: Tallal (1970).

a - UI' de enzima por quilo de peso corporal por dia.

1 UI (UNIDADE INTERNACIONAL) DE L-ASPARAGINASE CORRESPONDE A UMA

QUANTIDADE DE ENZIMA QUE LIBERA 1 UMOL DE AMONIA EM 1 MINUTO EM
(=4

TEMPERATURA DE 387 C.
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qual é consideravelmente melhor do que o indice de muitas outras
drogas antitumores. Usando o "Melphalan"”, no tratamento de um
tumor animal PC6 (um tumor da célula do plasma), foi conseguido um

indice terapéutico de 280 neste sistema.

2.1.4. Toxicidade em homens

O tratamento com L-asparaginase é quase sempre
acompanhado por efeitos colaterais. Felizmente, toxicidades sérias
s30 incomuns (Haskell et al., 1969; Beard et al., 1970; Oettgen,
19705, conforme citag3o em Crowter 1971).

A terapia ¢é frequentemente acompanhada por nauseas,
vébmitos, e anorexia com perda de peso. Febre foi comum nas
primeiras preparagfes, mas preparagdes recentes s3o
n3o-pirogénicas ou causam febre muito baixa. A enzima é¢ uma
proteina estranha e reagSes alérgicas ocorrem em um quinto das
pessoas tratadas. Estas reagSes podem ocorrer apés a primeira
dose, mas mais usualmente durante a segunda semana de terapia. Se
reagSes alérgicas ocorrerem durante o tratamento com
L-asparaginase de uma fonte como Escherichia coli, o tratamento
pode ser mudado usando uma enzima de outra f onte, por exemplo

Erwinia carotovora. A desensibilizagao é possivel, mas

potencialmente perigosa. Testes na pelé antes da administracdo é

provavelmente uma saébia precauc3o (Crowter, 1971).
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L-asparaginase de uma fonte come Escherichia coli, o tratamento
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Erwinia carotovora. A desensibilizagao é possivel, mas

potencialmente perigosa. Testes na pelé antes da administragdo é

provavelmente uma sabia precaugdo (Crowter, 1971).



Em contraste com a maioria de outras drogas
antitumorais, a L-asparaginase exerce efeitos minimos sobre a
medula éssea e n3o danifica a mucosa oral ou intestinal ou os
foliculos pilosos. Por outro lado, observou-se grave toxicidade
que afeta o figado, rins, péncreas, sistema nervoso central e os
mecanismos de coagulacg3o. Evidéncia bioquimica de disfungao
hepatica esta presente em mais de 50% dos tratados e a maioria dos
pacientes apresentam elevag3o substancial de aménia no sangue (de
até 700 a 900 pug/d. Frequentemente, s3o0 vistos distarbios do
funcionamento hepatico, inclusive menor produgdo de insulina, e
aproximadamente 5% dos adultos tratados desenvolvem pancreatite
manifesta; a m<~3rte resulta de pancreatite hemorragica. Disfungao
do sistema nervoso central, que varia de depressio a prejuizo
sensorial e coma, ocorreu em adultos. Sugeriu-se que todos ou a
maioria desses efeitos téxicos resultam da inibigSo da sintese de
proteina em varios tecidos do corpo. A L-asparaginase tem
atividade imunossupressora, o que ¢é comprovado por inibigdo da
sintese de antibiéticos, transformagdoc de linfécitos, re Jeigao de
enxertos e hipersensibilidade retardada. Portanto, s3ao afetadas as

fungBes dos linfécitos T e B (Gilman et al., 1987)D.

2.2. Fontes de L-asparaginase

A L-asparaginase tem sido encontrada em soro de sangue

de porcos das guianas, de certos roedores sul americanos



(Holmquist ,1962; Old et al.,1963) e de macacos do novo mundo, em
figado de frangos (Ohnuma et al.,, 1967> e em alguns microrganismos

tais como Escherichia cold, Serratia marcescens, Erwinia

carotovora, Erwinia aroideae. As enzimas preparadas de diferentes

fontes n3o tem as mesmas propriedades e algumas nao tem efeito

sobre o crescimento de tumores.

Mashburn e Wriston (1964> obtiveram uma potente

preparacgdo de L-asparaginase de Escherichia coli. Tal preparag3o

mostrou ser constituida de duas enzimas, das quais somente uma é
ativa contra leucemias. Uma enzima ¢é de baixa atividade e nZo tem
ag3do inibitéria de tumor; a outra é de alta atividade e é um
potente agente antitumor.

A taxa de desaparecimento da enzima do sangue pode ser
um outro fator que determina seu efeito antitumor. A enzima
inativa tem uma taxa de desaparecimento extremamente rapida no
soro de sangue; isto pode explicar a inatividade de L-asparaginase
de leveduras (Broome, 1961). Uma  consideravel quantidade de
L-asparaginase de soro de sangue de porco das guianas permanece no
sangue por trés ou mais dias apés uma unica injegdc intravenosa,
enquanto que a asparaginase de levedura é quase que completamente
eliminada em menos de uma hora. Nenhuma inibigio do crescimento de
tumor fol verificada apés a administragdo de asparaginase de
levedura.

A meia vida da asparaginaée de Escherichia cold no
plasma varia de 8 a 24 horas dependendo da preparagdo. Das duas

preparacSes comerciais em uso comum derivadas de Ecoli, a

o



preparagido da Merck tem a meia vida duas vezes malor do que a

preparag3do da Bayer (Schwartz et al., 1970.

2.3. Produggo de L-asparaginase

A desamidagao de L-asparagina por extrato de

Escherichia coli foi inicialmente observada por Tsuji 1957>.

Verificou-se posteriormente que a E. cold produzia duas
asparaginases distintas (L-asparagina amida-hidrolase, EC 3.5.1.1)
as quais diferem em muitas propriedades, talvez mais
significantemente em suas grandes dife-renqas em afinidade pela
L-asparagina (Campbell, 1967; Roberts et al, 1966; Stephenson e
Gale, 1937).

A enzima com maior afinidade, a L-asparaginase II,
parece estar localizada no espago periplasmatico entre a membrana
citoplasmatica e a parede celular da bactéria <(Cedar e Schwarz,
1967).

Enquanto a produg3o de L-asparaginase I n3o é afetada
pelas condigSes de crescimento, a quantidade de L-asparaginase II
varia significantemente (Cedar e Schwartz, 1968).

Cedar e Schwartz (1968) estudaram as condigSes que
controlam a produgio de L-asparaginase II, usando varias cepas de

Escherichia coli, a 37 °C. E. coli K-iz fol considerada cultura

padr3c. Foi utilizado como meio minimo, o meio A de minerais e

sais (Davis e Mingioli, 1950>. Para crescimento aerdébico, este

Ir



meio minime foi usado sem citrato. Para crescimento anaerébico, o
mesmo meio minimo foi suplementado com 2,4 mg/l de L-cysteina
(Gorini, 1961D. Pouca enzima foi produzida pelas células da
cultura padr3o, durante o crescimento aerébico. T3o logo a aeragao
tenha sido interrompida, a atividade especifica aumentou
exponencialmente alcangando um maximo em 40 minutos. A cinética do
aumento da atividade sugeriu que um fator, talvez o oxigénio,
inibitério da produgdo da L-asparaginase fol desaparecendo durante
o periodo seguinte a interrupgdoc da aeragdo. A produgido de
L-asparaginase com a cultura padr3oco foi dependente da sintese
proteica. Inicialmente, as células foram cultivadas em condigSes
aerdébicas. A adig3o cie cloranfenicol quando a aeragao foi
interrompida evitou o aparecimento da enzima. A dependéncia do
aparecimento da enzima com a sintese proteica indicou que sua
formag3o ¢ mais propriamente o resultado de uma nova sintese do
que a conversdao de uma protefna precursora preexistente, mas
inativa. O crescimento com culturas padr8es sugeriram que a
asparaginase II poderia ser produzida continuamente e a altas
taxas pela bactéria, adaptada em condigOes anaerdébicas de
crescimento. A bactéria produziu a asparaginase I a uma taxa
constante por muitas geragSes durante o crescimento em jarros
anaerébicos. Sob estas condigSes, a produgdo da enzima foi muito
estimulada pelo enriquecimento do meio de sais minerais e glicose
com triptona, extrato de levedura ou hidrolisado de caseina.
Resultados similares foram obtidos com todas as cepas testacias. A

suplementagdo do meioc minimo com uma mistura de 17 aminoacidos

I=2



comparado com a suplementagdo do meio minimo somente com caseina
resultou numa produgdc de enzima praticamente idéntica. Quando a
suplementag3do foi feita somente com um aminoacido ou grupos de
aminoAcidos, o aumento da produgido da enzima n3o foi significante.
Nem seu substrato, a L-asparagina, e nem seus produtos, o acido
L-aspartico e amédnia, parecem agir especificamente para induzir a
formagdo da L-asparaginase II. Por outro lado, estes resultados
podem refletir um sistema de controle envolvendo tanto um indutor
especifico, o qual & derivado de alguma forma do catabolismo de
aminoacidos durante o crescimento anaerdébico, ou multiplos
indutores, nenhum dos quais estando disponivel em concentragao
suficiente para resultar na formag3do da L-asparaginase quando
somente alguns aminoacidos s3o0 adicionados. Alternativamente, pode
ser mails razoavel considerar que um metabdélito comum age como um
repressor da sintese de L-asparaginase e que a utilizagdo de
aminoAcidos durante a anaerobiose resulta na diminuigio da
concentragio desse repressor. A suplementagdo com vitaminas ou
bases purinicas e pirimidinicas n3oc aumentaram a taxa de sintese
da enzima. Como acontece com muitas enzimas catabdélicas, a
formag3doc da L-asparaginase II foi inibida pela adigdo de agucares,
particularmente glicose. Quando os aguUcares xilose, maltose e
galactose foram usados em lugar de glicose, a produgidoc da enzima
foi inibida numa menor extens3o. Galactose permitiu a maior taxa
de sintese da enzima de todos os aglcares testados.
Desconsiderando qual fonte de carbono tenha sido usada, a sintese

da enzima aumentou com o aumento da concentragdo de aminoacidos.
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Sob todas as condigSes, a glicose inibiu a formagdo da enzima.
Esta inibig3o é presumivelmente um exemplo de repressao
catabélica. Durante o crescimento aerébico e anaerébico, a E. coli
fol capaz de usar a L-asparagina como sua Gnica fonte de
nitrogénio. Entretanto, pouca asparaginase II foi formada, tanto
em condigSes aerébicas como anaerébicas. Nos estudos de Gale
(1943>, conforme citagdo de Cedar e Schwartz (1968), verificou-se
que a formagdoc de algumas desaminases era estimulada em valores de
pPH acima de 8 enquanto que as descarboxilases eram produzidas em
condigBes 4&cidas. A L-asparaginase II foi sintetizada a uma taxa
6tima pela bactéria em valores de pH entre 7 e 8.

Heinemann e Howard <1969 estudaram a produgiao de
L-asparaginase com Serratia marcescens ATCC 60. Altos rendimentos
de L-asparaginase foram obtidos quando a cultura foi cultivada em
meio contendo 4% de extrato de levedura (EL)>. O EL supriu todos os
nutrientes necessarios para o microrganismo. O rendimento de
L-asparaginase aumentou quando o microrganismo foi cultivado em
meio EL a 4% com um pH inicial de 5. Um pico de rendimento de 4,0
Ul-ml foi alcangcado em 46 horas quando o pH atingiu 8,5. A
atividade diminuiu para 3,1 Ulml com o posterior aumento do pH
para 8,9 ap6és 64 horas de fermentag3o. Producao o6tima de enzima
foi obtida quando a t,emperat,t:lra de fermentagdo fol mantida a 26 °c
(pH inicial igual a 5>. Quando 0,4% de glicose, frutose, lactose,
maltose, amido soluvel ou destrina fora:h adicionados, a sintese de
L-asparaginase foi comparavel ao meio basal (4% de EL, 0,5% de

NaCl e 0,25% de Kzl«lPO4 - pH 7,00. O pH final do meio se tornou
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alcalino variando entre 7,5 a 8,0. Quando 1% de glicose e 0,4% de
sacarose, D-manitol, D-sorbitol ou glicerol foram adicionados ao
meio basal, a sintese de L-asparaginase foi inibida e o pH final
se tornou 4cido entre 5,2 e 6,9. Isto sugere que no caso da
biéssintese de L-asparaginase o efeito negativo dos carbohidratos
pode ser uma fungdo de sua habilidade de abaixar o pH do meio
fermentativo. A formacdo de L-asparaginase iniciou ap6és 8 horas de
cultivo; sua velocidade foi maior entre 8 e 24 horas de cultivo
com um acumulo maximo da enzima apédés 39 horas. Durante a
fermentagde, o pH subiu de § para 8,4 onde se obteve a
concentragdc maxima da enzima. Posteriormente, com o aumento do
pH, houve uma queda abrupta na concentragdo da enzima. A
biossintese de L-asparaginase ocorreu durante um periodo de
concentragdo limitada de oxigénio. Apés o aumento da concentragio
do oxigénio, tanto a concentragaoc de enzima como o namero de
células viaveis diminuiram. Rendimento maAximos de L-asparaginase
foi obtido sem kagitaq,é'o no fermentador, mas com uma aeracgdo
constante de 2,7 péssde ar min. Fermentaq'a"o com agitagdo, ou com
altas taxas de aeragdo, ou ambos, promoveu um aumento na produgao
de células com uma pigmentagdoc vermelha, mas houve uma diminuigao
na produgioc de L-asparaginase.

Bilimoria 19695 estudou diferentes culturas de

Escherichia cold com respeito a sua habilidade de produzir

L-asparaginase 1 e 1II, sob diferentes condigBes de crescimento.
Das 28 cepas estudadas, 5 foram particularmente ativas na produg3do

de L-asparaginase II. Baixa aerag3doco promoveu condigSes mais
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apropriadas para crescimento assim como para produgdoc da enzima.
Cultivo estacionario resultou em baixo crescimento, enquanto que
aeracgdo vigorosa deu bom crescimento mas resultou numa marcada
diminuigio do conteudo de enzima.

Peterson e Ciegler (1969> estudaram a produgdo de

L-asparaginase por Erwinia aroideae NRRL B-138, a qual produz

quantidades de enzima superiores a E. coll. O crescimento foi
conduzido em meio TGY (0,1% de glicose, 0,1% de KZHPO4, 0,5% de
extrato de levedura e 0,5% de triptona - pH 7,00, a 28°C. ©
crescimento celular bem como a concentragdo de enzima nas células
foi maximo apés 7 a 8 horas de fermentagio, onde se conseguiu uma
produgdo de 1250 Ul/g {(peso seco) de células. De 11 a 24 horas de
fermentag3do o conteudo celular permaneceu constante. O pH do meio
caiu até 6,8 apés 3 horas de fermentagdo e entioc aumentou até um
maximo de 8,5. A produgdo da enzima iniciou somente quando o pH
comegou a subir. Altas taxas de aeragdo promoveram maior
rendimento celular; entretanto a produgdoc de L-asparaginase caiu
70% (Tabela 2.2).

Liu e Zajic 1971> estudaram a sintese de

L-asparaginase por Erwinia arocideae NRRL B-138 com o propésito de

determinar alguns fatores envolvidos na formagdo da enzima. O
crescimento fol conduzide em meio TGY, exceto a glicose, sob
agitagao, a 24 °c. Quando triptona e extrato de levedura foram
usados como Unicas fontes de nitrogénio, o carbohidrato que
promoveu o maior rendimento em L-asparaginase fol a lactose. A
concentragao 6tima de lactose foi de 1%, onde se conseguiu uma

producido de L-asparaginase de 2,84 Ul/mi de cultura. Com 0,5% de
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lactose como fonte de carbono, a atividade de L-asparaginase
variou muito, dependendo da fonte de nitrogénioc wusada. Nenhum
crescimento foi observado nos frascos contendo fontes de
nitrogénio inorganico, em trés dias de fermentagdo. A concentrag3o
6tima de extrato de leveduré fol de 1,54, com 1% de lactose,
produzindo 3,41 Ul/ml de atividade enzimatica. A inibigdo da
sintese da enzima pela glicose aumentou conforme foi aumentada sua
concentragdo. O fenétmeno de ‘diauxia" foi observado quando o
microrganismo cresceu em meio contendo glicose e lactose como
fontes de carbono. A glicose inibiu a sintese de L-asparaginase
bem como da enzima indutivel f-galactosidase. A utilizagdo de
lactose em estééios posteriores da fermentagaoc nido estimulou a

sintese de L-asparaginase.

TABELA 2.2 - Produgac de L-asparaginase por Erwinia aroideae em

fermentador de 20 litros com varias taxas de aeracgdo

a 28°C.

Aeracgao Alet as Agitacgdo |Peso seco celular| Atividade
(vol/mind (rev/mind (g/71> ULI/g>
0,5 N3ao 300 1,4 960
1,0 Sim 300 1,6 580
1,5 Sim 300 1,8 340
2,0 Sim 350 1,8 230

Fonte: Peterson e Ciegler (1969).
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Peterson e Clegler 1972) estudaram os efeitos de
varios substratos e da aeragdo sobre a produgdo de L-asparaginase

por Erwinia aroideae NRRL B-138, em meio TGY, a 28 °C. Os frascos

com niveis mais altos de extrato de levedura produziram
signif icanterﬁent,e mais L-asparaginase. Mudangas nas concentragtes
de KZHPO‘ e triptona em niveis de 005% a 02% e 025% a 1,0%,
respectivamente, tiveram pouco efeito. Uma vez que concentragles
mais elevadas de extrato de levedura aumenta a viscosidade do meio
e consequentemente pode reduzir o consumo de oxigénio, a taxa de
aerag3oc foi aumentada pelo uso de frascos aletados e agitagio mais
intensa, promovendo um aumento substancial na produgdc da enzima.
Liu e Zajic (1973 estudaram a cinética de fermentag3o

e produgdo continua de L-asparaginase por Erwinia aroideae NRRL

B138, em meio TGY modificado. Nenhum crescimento foi observado
quando a fermentagdo foi conduzida em meio contendo somente 0,05%
de extrato de levedura. Um nivel de 3% de extrato de levedura foi
inibitério ao crescimento celular e a sintese de L-asparaginase
quando comparado com 1,5%. Usando extrato de Ilevedura como
substrato limitante, a equagdo da taxa de crescimento (Monod) foi
a seguinte : u = (0,526xS>/(1,18+S>, onde S ¢é a concentragdo de
extrato de levedura. Consequentemente, ,umax = 0,526 h' e Ks =
1,18 g/1 <(constante de saturagdo). A temperatura ©6étima para
crescimento e produgdaoc de L-asparaginase foi de 28°C e 24°C,
respectivamente, tanto em processo cohtinuo como descontinuo. A
energia de ativagdo para o crescimento celular foi de 8.500

cal’mol considerando a equagdo de Arrhenius. A equagdo da taxa de

8



crescimento, derivada por Kono e Asay <1969, conforme citagdo em
Liu e Zajic 973> foi usada para analisar a produgdo de
L-asparaginase. Os valores calculados da producdo da enzima n3o se
ajustaram bem com os valores observados na fase de crescimento
constante e de declinio. Os valores observados dos dados de
rendimento celular e de enzima, do processo de f ermentag3o
continua, nio concordaram com os valores preditos obtidos através
dos dados da fermentagio descontinua. A concentrag3o celular na
fermentag3o continua foi mais alta do que o esperado. Por outro
lado, ©o rendimento de L-asparaginase foli mais baixo do que o
esperado, exceto quando a taxa de diluigdo fol de 0.1 ht.
“Washout” foi observado numa taxa de ailm¢50 de 0,5 h' A
comparag3o do processo continuo e descontinuo mostrou que eles
diferem em caracteristicas cinéticas. Esta diferenga sugere um
significante acumulo de intermediarios metabdlicos entre a
transformagioc do substrato e a f ormag3o do produto em f erment.agao
descontinua. Isto é provavelmente devido a diferenga no estado
fisiolégico entre o organismo em fermentag3o continua e em
fermentag3o descontinua.

Foi verificado o registro de uma patente dLee et al.,

1988)> para produgioc de L-asparaginase através da fermentagdo de

mosto por culturas de Erwinia crysanthemi.

2.4. Extrag;o de L-asparaginase

Cedar e Schwartz (1968 em seu trabalho de produgdo de
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L-asparaginase por Escherichia coli utilizaram um tratamento com
solugdo de 4Acido etileno~diamino-tetraacético (EDTA) e lisozima.
Uma suspens3do celular (0,8 ml> em EDTA 1 mM foi mantida a 0°c por
8 minutos. Ap6és a adigdo de sulfato de magnésio até uma
concentragcio de 1 mM, 1 mg de lisozima de clara de ovo foil
adicionada, dando um volume final de 1 ml. A amostra foi incubada
por 15 minutos a 37°C e posteriormente ensaiada.

Peterson e Ciegler {1969> também utilizaram EDTA e
lisozima  para extracg3io da L-asparaginase, com uma pequena
modificagdo no procedimento descrite acima.

Le et al.(1984> em seu trabalho de recuperagdo de
L-asparaginase por proéessos com membranas usaram um processo
alcalino de rompimento celular. O rompimento celular fol conduzido
em solugdo basica, pH 11,5, contendo as células, para liberag3o da
enzima, a qual é estavel em Aalcali por um curto periodo. Apés a
neutralizagcdo da solugdo com acido acético, a enzima foi separada
dos fragmentos celulares com membrana Azipor de 0,45 um.

Lee et al. (1986> em seu trabalho de recuperagdo e

purificagdoc de L-asparaginase de Erwinia carotovora usaram um

processo de recuperagdc com tamp3dc borato de sédio. Um péb
acetonado foi preparado ressuspendendo uma pasta celular obtida
por centrifugacido em acetona anidra a 10 °c e agitada por 30
minutos. A suspens3o fol centrifugada e o processo foi novamente
repetido. Em seguida a enzima foi extraida com tamp3o borato de

s6dio 10 mM, pH 9,5, por 40 minutos, e o extrato foi clarificado

em centrifuga a 1100xg.
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o rendimentoAde L-asparaginase no processo de extrag3o
varia de método para método. Enquanto o rendimento na extragio por
borato de s6dio fol de 80% (Lee et al., 1986), o processo com
tolueno-uréia é de 85% (Grossowicz et al.,, 1972) e com Aalcalis é

de 60-1002% <(Quirk e Woodrow, 1984).

2.5. Imobilizac':go de L-asparaginase

HA um grande numero de problemas que limitam o uso de
proteinas terapéuticas, tais como as enzimas. Repetidas inje¢gGes
destas enzimas, tal como a L-asparaginase, induzem a formag3o de
anticorpos e, como resultado, choque anafildtico e/ou inativacgao
da enzima podem ocorrer. Além disso, a enzima injetada pode ser
destruida por enzimas proteoliticas Mori et al., 1972; Bunting e
Laidler, 1974).

Na tentativa de solucionar estes problemas, Mori et al.
(1972> estudaram as condigSes de preparagao de microcapsulas
contendo L-asparaginase imobilizada atraveés de polimerizag3ao
interfacial. A atividade das microcapsulas preparadas sob
condigGes o6timas foi cerca de 37% da atividade da L-asparaginase
nativa. 0 tamanho das particulas das microcapculas poderia ser
controlado através da taxa de agitagdo e concentragdao de Span 85.
As membranas das microcapculas foram resistentes a choque mecénico
ou ataque de quimotripsina, e nenhuma liberagdo de L-asparaginase

das microcapsulas foi observado.
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Bunting e Laidler 1974> estudaram a cinética de
hidrélise, escoando o substrato (L-asparaginad por um tubo de
nylon com L-asparaginase imobilizada. A L-asparaginase fol ligada
quimicamente a superficie interna do tubo e solugSes de
asparagina, em varias concentragBes, foram passadas pelo tubo a
varias taxas de escoamento. A constante aparente de Michaellis,
Kmcapp), foi aproximadamente trés vezes maior do que o Km para a
enzima em solugdo lvre (& 13 x 10°° MD>. Foi verificado que em
condigBes de baixas taxas de escoamento de substrato e
concentragdes baixas do mesmo, a reagao de hidrélise & fortemente
dependente do processo difusional. Altas taxas de escoamento e
concentrages mais elevadas de substrato minimizam os efeitos

difusionais e, consequentemente, o valor do Kmdapp) se aproxima do

verdadeiro valor do Km para a enzima imobilizada.

2.6. Meios de cultivo

A maioria dos meios de cultivo utilizando um ou outro
microrganismo contém fontes complexas de nitrogénio, suplementadas
ou n3o com alguns aminoacidos, vitaminas, bases purinicas ou
pirimidinicas e fosfatos <(Wade et al., 1968; Cedar e Schwartz,
1968; Peterson e Ciegler, 1969; Heinemann e Horward, 1969;
Bilimoria, 1969; Peterson e Ciegler, 1972; Liu e 2Zajic, 1971; Liu

e Zajic, 1973; Buck et al., 1971).
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Estas fontes complexas de nitrogénio constituem-se
principalmente de triptona, peptona, extrato de levedura e
hidrolisados de caseina, tendo sido o extrato de levedura
considerado como substrato limitante do crescimento (Liu e Zajic,
1973>.

A lactose tem =sido a principal fonte de carbono e
energia usada nos testes jaA realizados pelos pesquisadores citados
anteriormente.

Em vista destas caracteristicas nutricionais dos meios
de cultura wutilizados, o© soro de queijo ¢é considerado uma
excelente fonte de nutrientes para o cultivo de microrganismo e

produgac de L-asparaginase (Griswold, 1972).

2.6.1. Soro de queijo

O soro de queijo, sendo considerado como um subproduto
da indastria quei jeira, vem demonstrando cresciment.o anual
const.ante como resultado da expansiao do consumo de queijos que
apresenta uma taxa de crescimento anual de 3% <(Zall, 1984>. No
Brasil, o SIPA (Servigo de Inspegao de Produtos de Origem Animal)
no ano de 1986 divulgou dados em que revela a produgao de 197,7
mil toneladas de queijo. A partir destes dados, pode-se estimar
que a produgdao de soro neste mesmo ano foi de 1,78 milhSes de
toneladas. O descarte de todo esse soro causaria sérios problemas

de poluicdo ambiental se _jogado diretamente nos rios ou esgotos,
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além de se perder totalmente um produto com alta qualidade
nut.ricional.

O soro é um dos residuos mais poluentes da industria de
alimentos, com uma demanda biclégica de oxigénio <(D.B.0.> entre
35.000 e 40.000 ppm <(Hill, 1982; Mello, 1989>; por outro lado, é
um Mlquido altamente nutritivo, o gque o torna um excelente meio
para uso em Pprocessos fermentativos. O aproveitamento do soro de
queijo esta muito aquém do desejavel, uma vez que, de todo o
volume produzido no Brasil no ano de 1986, somente 285,2 mil
toneladas, ou seja 15,6% do total produzido, foi utilizado para
fins alimenticios.

Em paises mais desenvolvidos, como Canadd e USA, na
década de 70, o consumo chegou a 60% do total disponivel; sabe-se
ainda que na Comunidade Comum Européia somente 17% do soro
produzido n3io é aproveitado <(Allum, 1980). Dentre as propostas
para o uso do soro de queijo, muitos processos fermentativos tem
sido estudados, uma vez dque O mesmo é rico em nutrientes para os
microrganismos e n3do ha necessidade de altas tecnologias para sua
utilizagdo. Dentre estas propostas, a produgdc de L-asparaginase
foi de interesse neste trabalho, visando a independéncia nacional

do setor farmacéutico com relagdo a este produto.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos

- Mesa Rotatéria Psycrotherm marca NEW BRUNSWICK

- Centrifuga Refrigerada marca INCIBRAS modelo SPIN 1V
- Banho Maria marca FANEN modelo 145

- Camara de Fluxo Laminar marca VECO modelo FL2093

- Balanga Analitica marca SARTORIUS

- Balanga semi-analitica marca MARTE modelo AM 5500

- Es~tuf a a VAcuo marca FANEN modelo 099/A-1

- pHmetro marca METROHN HERISAU modelo E 516

- Autoclave marca FABBE-PRIMAR modelo 103

- Espectrofotédmetro U.V./Vis. marca MICRONAL mod. B382
- Fermentador marca CHEMAP modelo FS0020

- Cronémetro digital marca CASIO

3.2. Reagentes

- Lactose P.A. marca MERCK

- QGlicose P.A. marca MERCK

Extrato de Levedura marca DIFCO
- Triptona marca DIFCO

- Asparagina marca MERCK

KZHPO‘ P.A. marca ECIBRA
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- Reagente Glicose Enz-Color marca BIO-DIAGNOSTICA
INDUSTRIA QUIMICA CLINICA Ltda.

- Agar-Agar marca BIOBRAS

- Enzima Lactase marca MILES

- lodeto de Potassio marca BIOBRAS

- Cloreto de Mercuario marca MERCK

- Hidréxido de Sédio marca BIOBRAS

- Acido Boérico marca ECIBRA

- Borato de Sé6dio marca ECIBRA

- Acido Tricloro Acético marca MERCK

- Soro de queijo em p6é marca ITAMBE

3.3. Microrganismo

Erwinia aroideae NRRL B-138, a qual produz em grandes

quantidades a enzima L-asparaginase com atividade antitumor (Wade
et al., 1968; Peterson e Ciegler, 1969), foi utilizada neste
trabalho. Esta cultura foi obtida através do instituto NORTHERN
REGIONAL RESERCH CENTER, US. Department of Agriculture - US.A. e
mantida em estoque no laboratoério de Bicengenharia da Faculdade de

Engenharia de Alimentos da UNICAMP.

3.4. Meio de manutent’:;o

A Erwinia aroideae foi mantida em agar inclinado
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contendo a composig3c apresentada na Tabela 3.1.

Uma algada foi retirada da cultura em estoque, repicada
para um novo tubo contendo o meio de manuteng3io abaixo, incubada
por 24 horas a 28°C e mantido a seguir em camara fria (4 - 7°¢>
até ser utilizado.

Foram efetuadas repicagens a cada 30-40 dias ou quando

fosse necessario.

TABELA 3.1 - Composigioc do meio de manutengdo em agar inclinado da

Erwinia aroideae.

COMPOSICAO C g71 >
Glicose 1,0
K HPO 1,0

2 4
Extrato de levedura 5,0
Triptona 5,0
Agar 20,0
pH 7,0

3.5. Preparo do inoculo

O meio de cultura utilizado para gerar o inéculo,
denominado “meio de pré-fermentacgao® teve sua composig3ao

deferenciada para cada uma das etapas de f ermentagdo, as quais
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serao descritas a seguir.

3.5.1. Inéculo 1

Na fase preliminar da etapa de fermentagdo, cujos
testes foram feitos em Erlenmeyers, a composigdo do meio de
pré-fermentagio foi idéntica ao meio de manutengdo (Tabela 3.1),
exceto o agar.

Colocaram-se 100 ml do meio de pré-fermentagio em
frasco Erlenmeyer de 500 ml de capacidade e em seguida foi
esterilizado a 12100 por 15 minutos. Apbs resfriamento A
temperatura ambiente, o frasco foi inoculado com uma algada da

Erwinia aroideae mantida nos tubos inclinados em estoque.

O frasco inoculado foi incubado em mesa rotatéria por
10-12 horas, sob temperatura constante de 28°C + 1 e agitagdo de

200 rpm, sendo ent3o usado como inéculo para os testes realizados.

3.5.2. Inoculo 2

Na fase final da etapa de fermentagdo, onde trabalhamos
com um fermentador marca "“Chemap"” de 16 litros, o meio de
pré-fermentagao teve sua composig3o idéntica ao meio da

fermentag3o principal (soro de queijo diluido e suplementado).
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O in6éculo inicial foi preparado de forma idéntica ao
in6culo 1 ditem 351, considerando-se a diferenga na composig3o
do meio de pré-fermentagio. Dois volumes de 30 ml cada, retirados
deste meio pré-fermentado, foram utilizados para inoculagiao do
in6éculo 2, de volume de 1 litro, separado em volumes iguais de 500
ml contidos em Erlenmeyers de 3 litros. Apés incubagio por 10-12
horas nas mesmas condigdes anteriores, todo este meio
pré-fermentado dinéculo 2> foi utilizade para inoculagdo do meio

contido no fermentador para a fermentagdo principal.

3.6. Ferméntag;o

A etapa de fermentagdo teve duas fases. Inicialmente
foram feitos testes preliminares em Erlenmeyers e incubados em
mesa rotatéria e os testes finais foram feitos em maior escala
onde usamos um fermentador de 20 litros, com volume util de 16

litros, marca Chemap.

3.6.1. Fermenta(’:;o em frascos Erlenmeyers

3.6.1.1. Fermentag;o com extrato de levedura

Os ensaios para determinag3oc da composigdo do meio de

fermentag3o e influéncia de determinados nutrientes sobre o
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crescimentc do microrganismo e produgioc da enzima foram feitos em
Erlenmeyers de 250 ml com um volume de meio de 50 ml. Os meios
foram esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos e
resfriados a temperatura ambiente. A fermentacgao se deu
trémferindo um volume de 3 ml do inéculo 1 ditem 3.5.1.0, volume
est.e correspondente a 6% do volume total do meio a ser fermentado,
e incubado por 10 horas em mesa rotatédria com temperatura
controlada de 28°C e agitagio de 200 rpm. O tempo e as condigBes
de fermentacgdo foram definidos baseados nos dados obtidos por

Peterson e Ciegler (1969).

A - Estudo do efeito da concentraggo de lactose sobre o

~
crescimento e producao de L-asparaginase.

Foram preparadas as seguintes solugSes :

- Meio Minimo (MM1)

KZHPO‘ S & 0 1o B4
Triptona .....................1,25 g
Extrato de Levedura ..........1,25 g

Agua suficiente para 100 ml

- Lactose (LCTD
Lactose .......................10 g
Agua suficiente para 100 ml

As concentragBes dos diversos meios de fermentagao sio
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apresentados na Tabela 3.2.

TABELA 32 -

concentragado de lactose.

Composigao

do meio de

fermentacg3o.

Variagdo da

CONCENTRAGAO DE LACTOSE < g/100 ml >

COMPOS 1 GXO

| L 0 0.5 1.0 2.0 4.0
MM1Cm1)> 20 20 20 20 20
LCT C(mlD 0 2,5 5,0 10,0 20,0
AGUA <ml> 30,0 27,5 25,0 20,0 10,0

Os meios da Tabela 3.2 foram

conforme descrito anteriormente.

amostras para determinagBes de pH,

enzimatica.

incubados em duplicatas,
Apés a fermentagdo retiraram-se

peso celular seco e atividade

B - Estudo do efeito da concentrag;o de L-asparagina

sobre o crescimento e produggo de L-asparaginase.

Foram preparadas as seguintes solug®es :

- Meio Minimo (MM2)>

Extrato de Levedura

Agua suficiente para 100 ml
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- Lactose (LCT>
LactoBe oovws e smns 185 g

Agpua suficiente para 100 ml

- Asparagina (A.SNJ.;
L=asparagina ....::icc0000 ¢80 g

Agua suficiente para 100 ml

As composictes dos meios de fermentacdo s3o

apresentadas a seguir na Tabela 3.3.

TABELA 33 - Goﬁposi;ﬁo do meioc de fermentacdo. Variagdo da

concentrac3c de L-asparagina.

HOMPOST GEG CONCENTRAGAO DE L-ASPARAGINA < g-100 ml >

R 0 0,2 0,4 0,8 1,6
MM2Cm1 > 20 20 20 20 20
LET <ml> 4 4 4 4 4
ASN (ml> 0 2,0 4,0 8,0 16,0
AGUA <ml> 26 24 22 18 10

O= meio=s da Tabela 3.3 foram incubados em duplicatas,
conforme descrito anteriormente. Apés a fermentagio retiraram-se

amostras para determinac@es de pH, peso celular seco e atividade

FJ=



enzimatica.

levedura sobre o crescimento

L-asparaginase.

- Meio Minimo (MM3)>
KHPO ... ... ... 0,25 g

Triptona . ............ ... . ... 1.25 ¢

Agua suficiente para 100 ml

Extrato de Levedura (ELV):
Extrato de Levedura .......... 20 g

Agua suficiente para 100 ml

Lactose (LCT):
Lactose .................. 12,5 g

Agua suficiente para 100 ml

Asparagina (ASND:
L-Asparagina ................ 8,0 g

Agua suficiente para 100 ml

As composigOes dos meios de

apresentadas a seguir nas Tabelas 3.4 e 35.
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fermentacg3o
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TABELA 34 - Composigdc do meio de fermentagdo. Variagdo da
concentracdo de extrato de levedura.
COMPOS I GAO CONCENTRAGAO DE EXTRATO DE LEVEDURA (5/1_00 ml)d
0 0,2 0,4 1,0 2,0 4,0
MM3 (ml> 20 20 20 20 20 20
ELV (ml>) o 0,5 1,0 2.5 5,0 10,0
LCT (ml)> 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
AGUA (ml> 26,0 25,5 25,0 23,5 21,0 16,0
TABELA 35 - Composigido do meio de fermentag3do. Variagdo da
concentragido de extrato de levedura na presenga de
asparagina.
COMPOS I GXO CONCENTRAGAO DE EXTRATO DE LEVEDURA (g/100 ml)
0 0,2 0,4 1,0 2,0 4,0
MM3 (ml> 20 20 20 20 20 20
ELV (ml) 0 0,5 1,0 2.5 5,0 10,0
LCT <(ml> 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
ASN (ml> 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
AGUA (ml> 21,0 20,5 20,0 18,5 16,0 11,0
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Os meios das Tabelas 34 e 35 foram incubados em
duplicatas, conforme descrito anteriormente. Apos a fermentac3o
retiraram-se amostras para determinagSes de pH, peso celular seco

e atividade enzimatica.

3.6.1.2. Fermentaggo com soro de queijo

Foi utilizado soro de queijo em pé, que foi dissolvido
e diluido em vArias proporgSes com agua destilada, suplementado ou
n3o com triptona e asparagina. Os ensaios foram feitos em
Erlenmeyers de 250 ml com volume de meio de 50 ml. A f ermentagdo
se deu da mesma forma citada no item 3.611. A Tabela 3.6 mostra

a composic3o percentual do soro de queijo utilizado.

TABELA 3.6~ Composig3o percentual do soro de queijo.

CONSTITUINTES gggﬂégiégig
Lactose 74
Proteinas 12
Gorduras 3
Minerais 7
Umi dade 4
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A - Estudo do crescimento e produg;o de L-asparaginase

por Erwinia aroideae com o uso de soro de queti jo

Foi preparada a seguinte solug3o :

Soro de queijo em pé <SQ> ... 6,8 g
Agua suficiente para 100 ml

Nota : Esta solugdo continha 5,0 % de lactose.

Em seguida f oram preparados vArios meios cont.endo

diferentes concentrag'c'ies de lactose, como mostra a Tabela 3.7.

TABELA 37 - Composigio do meio de fermentag3o. Variacdo da
concentracio do soro de queijo em p6é, em termos de

concentragao de lactose.

a
COMPOSIGXO CONCENTRAGKO DE LACTOSE NO SORO DE QUEI JO
1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
SQiml> 10 20 30 40 50
AGUA (ml>D 40 30 20 10 0

a= CONCENTRACAO - g de Lactose~ 100 ml

Os meios da Tabela 3.7 foram incubados em duplicatas,
conforme descrito anteriormente.

amostras para determinacBes de pH,

enzimatica.
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B- Estudo do crescimento e produpgo de L-asparaginase

por Erwinia aroideae utilizando soro de queljo,

suplementado ou nao.

Foram preparédas as seguintes solugBes para o estudo :

- Soro de queijo (SQ> :
Soro de queijo em P66 ........ 3,4 g

Agua suficiente para 100 ml

- Asparagina (ASN) :
Asparagina ... 8,0 g
Agua suficiente para 100 ml

- Triptona (TRN> :
Agua suficiente para 100 ml

- Extrato de Levedura <(ELV) :
Extrato de Levedura ... 5,0 g
Agua suficiente para 100 ml

Nota : -~ A soma da proteina do soro (0,33%) mais a proteina da

triptona (0,175%)> é aproximadamente igual a quantidade usada nos

meios anteriores (0,5%)>; a concentragdo de lactose & 2,5%.
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Em seguida foram preparados varios meilos com diferentes

composicBes, como mostra a Tabela 3.8.

TABELA 3.8 - Composigio dos meios de fermentagdo. Adigio de
triptona, asparagina e extrato de levedura em

solugdo de soro de quetijo.

COMP{ OSIGXO EXPERIMENTOS
SQ  (ml> 40 40 40 40 40 40
TRN  (ml1> 0 5 0 5 o o
ASN  (ml> 0 0 5 5 o 5
ELV (ML>D 0 [0 o o 5 5
AGUA <ml> 10 5 5 o 5 o

Os meios da Tabela 3.8 foram incubados em duplicatas,
conforme descrito anteriormente. Apés a fermentagdo retiraram-se
amostras para determinagBes de pH, peso celular seco e atividade

enzimatica.
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3.6.2. Fermentagz;o em escala piloto

Ap6s a etapa preliminar, onde selecionamos um meio com
caracteristicas o6timas para crescimento celular e produgdo de
L-asparaginase, partimos para fermentacg3o em escala piloto
utilizandoe um fermentador com volume Gtil de 16 MHtros, marca
Chemap.

Foi usado como meio fermentativo soro de queijo em péd
dissolvido até uma concentracgdo de 2,73% d{aproximadamente 2,0% em
lactose?, suplementado com 0,5% de asparagina e 0,322 de triptona.

O meio foi preparado dentro do préprio fermentador onde
o pH foi corrigido para 7. Uma part;e deste meio, ou seja 1 litro,
foi retirado para preparar o inéculo 2 {dtem 3.5.2.).

O meio de cultura foi esterilizado por 15 minutos a
121°C sob agitagio de 400 rpm e posteriormente resfriado até a
temperatura de fermentagio. Em seguida o inéculo 2 dtem 3520
foi adicionado iniciando-se a fermentagao. Amostras foram
retiradas‘ no inicio e a cada hora de fermentagao para
determinagBes de pH, peso celular seco, concentragdo residual de

lactose e atividade enzimatica.

A - Efeito da temperatura sobre o crescimento e

produg;o de L-asparaginase.

Foram realizados testes com diferentes temperaturas de

fermentacio <22 °C; 24,5 °C; 26,5 °C e 28 °C> no sentido de se
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determinar a temperatura 6tima para crescimento e produgido de
enzima. A taxa de aeragao foi de 7,5 litros de ar/minuto e a

agitagido foi de 500 rpm. N3io houve controle de pH durante a

fermentacg3o.

B - Perment.ac,:;o com pH controlado e seu efeito sobre o

~
crescimento e producao de asparaginase.

Foram realizados testes com pH constante 6,5; 7,5 e
8,00 através de adig3oc automatica de 4&cido cloridrico < N> ou
hidréxido de potélssio (5 N> durante a fermentagdo, com o objetivo
de verificar se a produgdo de enzima ou de células era favorecida
ou nio. A taxa de aeragdo foi de 7,5 litros de ar/minuto, a

agitag3o fol de 500 rpm e a temperatura foi de 24,5 °c.

“~ bl
C - Efeitos da aeracao e agitacao sobre o crescimento e

produg;o de L-asparaginase.

Foram realizados testes sem controle de pH e com
temperatura constante de 24 ,5°C sob diferentes velocidades de
agitagBo e aeragdo no sentido de verificar sua influéncia sobre o
crescimento e produgio de asparaginase e determinar a agitagdo e
aerag3do o6timas. A velocidade de agitagioc variou entre 300 e 700

rpm e a taxa de aeragdo variou entre 4 litros de ar/minuto e 10

litros de ar/minuto.



3.7. Determinaggo da concentragso de lactose

3.7.1. Separag;';o das celulas

Todas as amostras foram centrifugadas em centrifuga
Incibras - modelo SPIN IV - a 6000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi separado para determinagdo de lactose e a massa
celular decantada foi usada para determinagdo do peso seco e

atividade enzimatica.

3.7.2. Hidrélise enzimz'xtica da lactose

Uma aliquota do sobrenadante de cada amostra ddtem
3.71.5, contendo lactose foi submetida a hidrélise por agdo da
enzima f>~galactosidase para liberagio de glicose. Esta glicose foi
posteriormente determinada segundo Dahlqgvist (1964) e convertida
em termos de concentragioco de lactose. Ao sobrenadante do item
3.7.1. <0,5 mb> foi adicionado 1,0 ml de tamp3ao fosfato de
potassio 0,5 M, pH 6,5 e 0,5 ml de solugdo de [f-galactosidase
dijluida 1:10. A mistura foi levada em banho de Agua a 37°¢ por 30
minutos (conforme sugere o manual técnico do produto) para
completar a reagdo de hidrélise. A reagé“o foi interrompida pela

adigdo de 1 ml de solugdo 0,5 M de carbonato de sédio.



3.7.3. Determinag;o da concentragso de glicose

A determinagdo da concentragdaoc de glicose (Dahlqvist,
1964> foi feita conforme procedimento do manual técnico do
produto. A 2,5 ml de uma solucgo de glicose enz-color, foi
adicionado 0,01 ml da solugdo do item 3.7.2 e levada para um banho
de 4gua a 37°C por 20 minutos. Apés a formac3oc de uma colorag3o
rosa, a absorbancia da solugdo fol medida em espectrofotdometro eh
comprimento de onda de 510 nm. A leitura foi comparada com a de
uma solug3o padr3o de glicose <0,12%> e os cAlculos de
concentracBes foram feitos da seguinte forma:

- - Abs{amostra)d 342
Concentragdo de lactose (g/1) = Abs C(padrio) X860

3.8. Determinag;o do pH

Todas as amostras tiveram seus pHs determinados pelo

uso direto de pHmetro.

3.9. Determinaggo do peso seco celular
O precipitado obtido no iftem 3.71. foi ressuspenso em

10 ml de 4&gua destilada e novamente centrifugado em centrifuga

Fanen modelo 209 a 6000 rpm por 15 minutos. Apés o descarte do
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ligquido sobrenadante, as células foram novamente lavadas, nas

mesmas condigSes acima, e posteriormente secas em estufa a vacuo a

62°C por 16 horas, sob vacuo de 700 mm Hg.

A peso celular seco foi determinado pela diferenga de

peso entre o tubo com as células secas e o tubo vazio, previamente

pesado.

3.10. Determinaggo da atividade enzimatica da L-asparaginase

3.10.1. Obtenggo da massa celular

O precipitado obtido no item 3.71. foi ressuspenso em
10 ml de 4gua destilada e novamente centrifugado em centrifuga
Fanen modelo 209 a 6000 rpm por 15 minutos. Apés o descarte do
liquido sobrenadante, as células foram novamente lavadas nas
mesmas condigBes acima por duas vezes e ent3o separadas para uso

posterior na etapa de extrag3do da enzima.

3.10.2. Extra(’:;o da L-asparaginase

O rompimento celular foi éonduzido em meio alcalino
(Le, 1984) adicionando uma solugdoc de NaOH <(pH - 11,55, a massa

celular obtida no item 3.10.1., numa relagdo de 171 ml de NaOH/
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massa provinda de 1 ml de meio fermentadod. A solugido foi agitada
até mistura completa e deixada em repouso durante 20 minutos para
a solubilizagdo da parede celular e liberagido da enzima para o
meio circundante. Em seguida, a solugdo foi centrifugada por 15
minutos a 6500 rpm para separar os residuos celulares do extrato

sobrenadante que contém a enzima.

3.10.3. Deternﬂnaggo da Atividade de L-Asparaginase por

“~
"Nesslerizagao"

A atividade de L-Asparaginase foi determinada seguhdo
Lee et al.( 1986 D>, descrito a seguir. Misturaram-se 1,3 ml de
solugdo 0,1 M de tampido borato de sé6dio (pH 85>, 0,2 ml do
sobrenadante dtem 3.10.2., 0,5 ml de solugao 0,04 M de
asparagina e deixou-se em repouso por 10 minutos em banho de Agua
a 37°C para se completar a reagdo de hidrélise da asparagina. A
reagac foi interrompida através da adigdo de 0,5 ml de A&cido
tricloro acético a 152 (p/p>. Em seguida, adicionou-se 1,0 ml do
reagente de ''Nessler" Morita, 1980> e o volume foi completado a
10 ml com agua destilada. A solugdo permaneceu em repouso por 20
minutos em temperatura ambiente para estabilizag3c da cor amarela
formada pela reagdoc entre a aménia e o reagente de "Nessler™ A
absorbancia da solugdo foi medida em espectrofotémetro em
comprimento de onda de 420 nm. A concentragio da aménia liberada

na reag3o foi determinada contra uma curva padr3ao de sulfato de
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aménia. A reagd3o de hidroélise da asparagina é esquematizada a

seguir:

L-Asparagina ASPARACINASE , Acido L-Aspartico + NHs

A atividade especifica foi obtida através do quociente

entre a atividade da amostra em UL/l e o peso celular seco em g/l

3.11. Determinac’:;o do coeficiente de tranferéncia de oxigénio

O método par:?x determinag3o do coeficiente de
transferéncia de oxigénio (Kv) é baseado na oxidagdo de sulfito de
sé6dio a sulfato de s6dio na presenga de cu’’ como catalisador
(Cooper, 1944)> conforme a seguinte reag3o:

1 Cu

NaSO + —— O » Na SO
2 3 2 2 2 4

O calculo do valor do Kv é determinado de acordo com a

expressaoc a seguir:

onde Nv é a taxa de absorg3oc de oxigénio pela solugdo de sulfito
de s6dioc em mM/hr, P é a press3o parcial do oxigénio em atm e P“E é

a press3io hipotética do oxigénio, em atm, que estaria em
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equilibrio com o oxigénio dissolvido na fase liquida. A

metodologia para o do calculo do Kv é mais detalhada no Anexo A.

3.12. Metodo para o calculo da taxa especifica maxima de
crescimento, de produc,:go de L-asparaginase e de consumo

de lactose

A taxa maAxima de crescimento foi obtida tomando-se o
valor maximo da derivada, calculada numericamente, da curva de
crescimento <{concentragdo celular versus tempo). Dividindo-se este
valor pelo valor da concentragaoc celular existente no mesmo ponto,
determinou-se entido a taxa especifica ma&xima de crescimento
u qu)'

O mesmo procedimento foi feito para o calculo da taxa
especifica maxima de produgdo de L-asparaginase (qpqu) e para a
taxa especifica maxima de consumo de lactose (qsqu) »

utilizando-se da curva de produgio de enzima e de consumo de

lact.ose.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4, Efeito da concentragso de lactose em meio contendo

extrato de levedura

A figura 41 mostra a concentracgdo celular, a atividade
enzimatica de L-asparaginase e o pH final, para fermentagio em
erlenmeyer e em meio contendo extrato de levedura (MM1>, em fung3o
de diferentes niveis de lactose, conforme procedimento descrito no
item 3.611-A. A concentragdo o6tima de lactose foi de 1% quando
se obteve uma produgio maxima de L-asparaginase deA 0,102 UI‘/ml,
concordande com os resultados obtidos por Liu e Zajic 1971,
Acima desse valor houve inibigdo na produgdo da enzima e a massa
celular permaneceu praticamente constante; consequentemente, houve
diminuigio da atividade especifica. Nota-se que o pH do meio
fermentativo no final do processo cailu para valores mais 4acidos
guando a concentrag3o de lactose aumentou (figura 4.1>. Conforme
citagBo em Cedar e Schwartz 1968>, Gale 1943 verificou que a
sintese das deaminases era estimulada em pHs acima de 8. Cedar e
Schwartz (1968> e Peterson e Ciegler (1969) conseguiram melhores
resultados para produgdoc de L-asparaginase quando o pH se
encontrava em niveis entre 7,5 e 8. Com base nestes dados nota-se
que a diminuigdo na atividade da L-aspéraginase foi devido a uma

maior queda no pH provocada por niveis mais elevados de lactose.

41 UI (UNIDADE INTERNACIONAL) DE L-ASPARAGINASE CORRESPONDE A UMA

QUANTIDADE DE ENZIMA QUE LIBERA 1 [/MOL DE  AMONIA EM 1 MINUTO EM
(=]

TEMPERATURA DE 97 C.
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4.2. Efeito da concentra(’:;o de L-asparagina em meio contendo

extrato de levedura

A figura 4.2 mostra a concentragaoc celular, a atividade
de L-asparaginase e o pH, para fermentagdao em erlenmeyer e em meio
contendo extrato de levedura MM2), em diferentes niveils de
L-asparagina, conforme procedimento descrito no item 3.6.1.1-B.
Uma baixa produgio de massa celular e de L-asparaginase foram
encontradas quando n3do houve adigdoc de L-asparagina, comparado aos
resultados dos experimentos contendo esse aminoacido; ha de se
notar que o pH do meio no final da fermentagdo, neste caso, fol de
5. Com uma adig3o de L-asparagina ao meio de fermentag3do <0,2%>, a
massa- celular praticamente duplicou e a produgdo de L-asparaginase
aumentou cerca de 150% ; nota-se também que houve um sensivel
aumento do pH subindo para 7. Observa-se, portanto, que a adigdo
de L-asparagina ao meio provoca um aumento do pH e ha um efeito
estimulante para a produg3c da L-asparaginase. Em niveis acima de
0,4% de L-asparagina, o aumento do pH foi menor subindo para 8,5 e
permanecendo constante; o aumento da massa celular e de
L-asparaginase foi menor tendendo para valores constantes. N3o
houve inibigioc tanto na produgdo da enzima como no crescimento

celular em niveis de até 1,6% desse aminoacido.
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4.3. Efeito da Concentra(,:;o de Extrato de Levedura

As figuras 43 e 4.4 mostram a concentragdo celular e a
produgio de L-asparaginase em diferentes niveis de extrato de
levedura no meio de fermentag3o, conforme procedimento descrito no
item 3.61.1-C. Uma baixa producio de L-asparaginase e de massa
celular foram observados gquando as células cresceram em meio
isento de extrato de levedura. A figura 4.3 mostra que em niveis
acima de 2% de extrato de levedura ocorreu inibicio do crescimento
celular; jA para a atividade enzimaAtica, n3o houve aumento de
atividade na faixa de concentragdo de extrato de levedura de 0,2 a
2%, sendo que se observa uma pequena queda de atividade para
concentrages acima de 2% de extrato de levedura. Este efeito de
inibigdo ¢ ainda mais pronunciado quando a L-asparagina esteve
presente (figura 4.4). Por outro lado, com a adig3do de
L-asparagina houve um aumento substancial tanto da massa celular
quanto da atividade enzimatica indicando que ha um efeito
estimulante desse aminoAcido sobre ambos, massa celular e
atividade enzimatica, ou seja, com adigioc de L-asparagina a massa
celular foi de 3,5 g/1 contra 1,4 g/l em sua auséncia e a
atividade de L-asparaginase foi de 0,16 Ulml contra 0,11 Ul ml
(ponto maximo de ambas as curvas). Pela curva de atividade
especifica nota-se também que o extrato de levedura tem um efeito
estimulante muito maior sobre o crescimeht,o celular do que sobre a

produgdo de enzima, fato este comprovado pela constante queda na
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curva de atividade especifica. Como a glicose exerce um efeito
inibidor sobre a produg3c de L-asparaginase (Liu e Zajic, 1971, e
tendo sido determinado uma concentragdo de 14% de glicose no
extrato de levedura utilizado, a diminuigao da atividade
especifica com o aumento da concentragdo do extrato de levedura é
devido justamente ao aumento da concentrag3o de glicose no meio.
Nota-se gue com o aumento da concentragdo do extrato de levedura,
para ambos os experimentos com adigdo de 0,8% de L-asparagina ou
sem adigio de L-asparagina, o pH do final da fermentagdo se torna
mais acido devido ao fato de se estar aumentando a concentracdo de
glicose. Nota-se ainda que no experimento com L-asparagina o pH se
situa numa faixa mais basica e sem L-asparagina, numa faixa mais
acida. Isto mais uma vez nos mostra que hA uma maior produg3o,
tanto de células como de enzima, em niveis de pH mais altos e que

a L-asparagina contribui para isso.

4.4, Efeito da concentrag;o do soro de queijo no meio

fermentativo

A figura 45 mostra o efeito da concentragi3o do soro de
queijo no meio fermentativo sobre o crescimento celular e producao
de L-asparaginase conforme procedimento descrito no item
3.6.1.2-A. A menor produgdo de massa celular e de atividade de

L-asparaginase foi encontrada quando a concentragdo de lactose no
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soro de queijo diluido foi de 1%. Numa concentragido acima de 3% o
aumento na produgidoc de massa celular e de atividade enzimatica foi
muito pequeno tendendo para um valor constante. Observa-se também
que a atividade especifica cai com o aumento da concentragao do
soro de queijo e, assim sendo, consideramos que 22 de cﬂoncent,ragé’o
foi um nivel 6timo, além do que, acima desse limite, ha grande
formac3do de grumos (obervag3do visual de proteina coagulada durante
a esterilizagido), o que dificulta a fermentag30o e as analises

posteriores.

4.5. Efeito da suplementaggo do soro de queijo diluido

A figura 4.6 mostra a produgao celular e a produg3ao de
L-asparaginase tendo como meio fermentativo base o soro de queijo
numa concentracdo de 2% em termos de lactose, e suplementado com
diversos constituintes conforme procedimento descrito no item
3.6.1.2-B. Uma baixa produgic de massa celular e enzima foram
obtidos quando se usou soro n3o suplementado ou suplementado
somente com extrato de levedura {experimentos E1 e E5,
respectivamente), mostrande que o extrato de levedura n3o ¢
essencial quando usado come suplemento de soro de queijo a 2% em
lactose. A adig3o de triptona ao meio base (experimento E2)
favoreceu mais especificamente a produgio de massa celular e, por

Sua vez, a adigdo de L-asparagina (experimento E3) teve uma
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influéncia mais pronunciada sobre a produgio de L-asparaginase,
onde se conseguiu a maior atividade especifica. No experimento
onde se usou ambos, extrato de levedura e L-asparagina
(experimento E6), notou-se um comportamento semelhante aquele onde
somente a triptona esteve presente (experimento E2). O uso
simultaneo de triptona e L-asparagina (experimento E4) forneceu o
melhor resultado, onde as produgBes de massa celular e de
L-asparaginase foram maximas e a atividade especifica fof
comparavel a atividade maxima conseguida (experimento E3). Cabe
ressaltar também o pronunciado efeito estimulante sobre a produg3o

de L-asparaginase pela L-asparagina.

4.6. Efeito da temperatura de fermentag;o sobre a taxa de

crescimento e produgso de L-asparaginase em escala piloto

O efeito da temperatura de fermentacgio sobre a taxa de
crescimento e produgao de L-asparaginase foi estudado. As figuras
4.7 a 410 mostram o comportamento do pH, massa celular, produg3o
de enzima e consumo de lactose, em soro de quei jo diluido a uma
concentracdoc de 2% em termos de lactose, vdurant,e o curso da
fermentagdo, em diferentes temperaturas. A Tabela 4.1 mostra os

valores obtidos para a taxa especifica de crescimento celular

durante a fase exponencial (/J“Ax), taxa especifica maxima de
produc3o de L-asparaginase (unAx>’ taxa especifica maxima de
consumo de lactose (qSMAx), massa total produzida (Mt.)’ atividade
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enzimatica maxima C(AEM), consumo total de lactose (CTL> e pH

maximo, nas diferentes temperaturas.

TABELA 41 - Parametros cinéticos, peso celular seco, lactose
residual, atividade maxima e pH maximo das
fermentagBes de soro de quei Jjo suplementado com
triptona e L-asparagina em fungidoco da temperatura em

fermentador de 16 litros.

TEMP. * * * M, AEM CTL H
(OC) pMAX qPMAX qSMAX (g/l) (UXI/ml)> (%) p
22,0 | 0,33 0,25 0,05 4,44 1,57 46,0 | 8,1
24,5 | 0,37 0,28 0,10 5,89 2,02 61,4 | 8,0
26,5 | 0,41 0,48 0,11 6,50 1,39 72,5 | 7,8
28,0 | 0,52 0,34 0,15 7,70 1,23 93,3 | 7,6
-1

* UNIDADES = h

A menor produgidc de massa celular foi observada quando
a temperatura foi mantida em 22°C. Aumentando-se a temperatura,
nota-se um aumento na massa celular produzida bem como na taxa
especifica de crescimento (uM >, obtendo-se um valor maximo a

AX

28°C (figura 4.11>, fato este também observado por Liu e Zajic

1973D.

A energia de ativagio para o crescimento celular em

soro de queijo suplementado com triptona e L-asparagina foi de

63



‘epepj0IB BlUIMLT Jod ofianb
8p 0408 w? ewizus 2 se|N|ad Ip oednpoud
e 2Jqos einjesadwa} ep 0319}3 - LL'¢°6i4

aseu|Beiedsy AllY o

029g Ie|Nj9) 083d —5—

O - einjesadway

qu/ifnd> SpeplAllv

[ 8

Vi

L'l

(A

0t

8¢

92 &4 r44 0¢
| | | | N.:V
-1 -
n - $°G
] . s}
o
7]
— o]
B w
_ o
- 99 2
- ~
" 1]
\
[
- v/
~ 82

G4



B038 cal’mol para a faixa de 22°C a 26,5°C, através da equagdo de
"Arrhenius"”, plotando-se a taxa especifica de crescimento na fase
exponencial (/JMAX) em fungdo da temperatura absoluta (figura
4.12>. Liu e Zajic <1973> conseguiram um valor muito préximo de
8500 cal’mol.

Na figura 4.11, pode-se verificar o comportamento da
produgio de enzima em func3o da temperatura de fermentag3o.
Observa-se que a temperatura 6tima para formagdo de enzima é de
24,5°C, um valor muito préximo daquele observado por Liu e 2Zajic
(1973>, os quais determinaram o 6timo a 24°C. Um aumento na
temperatura de 24,5°C para 28°C reduziu a produgcioc da enzima de
2,02 Ul/ml para 1,23 iJI/ml respectivamente, isto &, uma redugdo de
39%, enquanto que a massa seca celular aumentou de 5,89 g/1 para
7,7 g71, isto é, um aumento de 31%.

Nas temperaturas de 26,5°C e 28°¢C a atividade
enzimatica maxima foram de 1,39 UI/ml e 1,23 UlL/mi,
respectivamente, alcangcada apés 6 horas de f ermentagdo; estes
valores foram maiores que os obtidos a 22°C e 24,5°C, que foram
0,33 Ulml e 0,88 Ul/ml,respectivamente, no mesmo tempo de
fermentag3do. Entretanto, nas temperaturas de 22°C e 24,5°C a
atividade enzimatica continuou a subir, alcangando valores maxdimos
de 1,57 Ul/ml e 2,02 Ul“ml, respectivamente, maiores que oS
obtidos nas outras temperaturas, apés 9 horas de fermentag3o.

A atividade maxima foi atingida proéximo a fase
exponencial de crescimento (figuras 4.7 a 4.10); nas temperaturas

mais balxas 22°¢ e 24 ,5°C) ela foi atingida apbs a fase
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exponencial de crescimento, préximo a fase estacionaria, e a
26,5°C e 28°C, a atividade maxima foi atingida mais rapidamente,
anterior a fase exponencial de crescimento. Notou-se, portanto,
uma maior atividade do microrganismo, para produgdoc de massa
celular bem como de enzima, nas temperaturas mais altas.
Entretanto, o efeito dessa maior atividade do microrganismo =sobre
a produgdo de L-asparaginase é negativo, uma vez que a atividade
maxima conseguida se tornou menor.

A atividade especifica maxima de produgio de enzima
aumentou com o aumento da temperatura até 26,5°C e posteriormente
verificou-se uma redugido desta atividade indicando que ocorreu uma
inibicdo na formagio da enzima pela temperatur.;:\, conforme pode ser
observado pela figura 4.13, onde fol plotada a taxa especifica
maxima de produgio de enzima (qpqu) em fungdo da temperatura de

fermentacg3o.

O consumo de lactose também pode ser observado nas
figuras 4.7 a 4.10. Nota-se que, a partir do momento em que a
atividade de L-asparaginase come¢a a subir, o consumo da lactose
comega a aumentar. Neste momento também se observa um aumento na
concentragdo celular {nicio da fase exponencial).

O consumo de lactose ¢é maior em temperaturas mais
altas, um comportamento oposto ao da produgido de L-asparaginase,
que diminue com o aumento da temperatura. Nota-se também que em
temperaturas mais baixas <22°C e 24,5°C>) a taxa de consumo de

lactose ¢é menor, aumentando com o acréscimo da temperatura. Isto
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se deve ao fato de que ocorre hidrélise da lactose e ha um acamulo
de glicose no meio. Este acumulo de glicose ¢é maior nas
temperaturas mais altas (26,5°C e 28°C) e & o responsavel pela
inibigdo da produgaoc da L-asparaginase, conforme citam Liu e Zajic
971> .

As figuras 414, 415 e 416 mostram o crescimento
celular, a produgdo de L-asparaginase, o consumo de lactose e o
aparecimento de glicose no meio fermentativo. Os pontos maximos
das curvas de atividade enzimatica e de glicose tem abcissas
préximas, sugerindo uma relagdo entre a produgdo de L-asparaginase
e o acumulo de glicose no meio.

O pH do meio aumentou em consequéncia da atividade de
L-asparaginase a qual libera ions NH;, produto da reagdoc desta
enzima com o aminoacido L-asparagina. Quando a taxa de consumo de
lactose aumentou, observou-se a queda de pH. Com o aumento da
temperatura, o pH maximo diminuiu; isso se explica, uma vez que a
atividade de L-asparaginase também diminuiu e, consequentemente, a

liberagdo de ions NH: fol menor.

4.7. Fermenta(’:;o com pH controlado e o efeito sobre o

crescimento e produggo de L-asparaginase em escala piloto

O efeito do monitoramento do pH durante o curso da

fermentagdo sobre o crescimento celular e produgdo da enzima
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L-asparaginase foi estudado. As figuras 4147 a 419 mostram o
comportamento do crescimento celular, produgdo de enzima e consumo
de lactose nos trés pHs testados, a 24,5°C. A Tabela 4.2 mostra os
valores obtidos da taxa especifica maxima de crescimento celular
u ), taxa especifica maxima de produg3e de L-asparaginase

(q >, taxa especifica maxima de consumo de lactose (g >,

PMAX SMAX
massa total produzida (Mt,)’ atividade enzimatica maxima (AEM) e
consumo total de lactose (CTL), nas fermentacSes onde houve

monitoramento do pH e, para efeito comparativo, num teste onde nZo

houve controle do pH (SC), mas permanecendo constantes as demais

condigBes.

TABELA 4.2 - Parametros cinéticos, peso celular seco, lactose
residual e atividade maAxima das fermentagdes de soro
de queijo suplementado com triptona e L-asparagina em
funcde dos trés pHs monitorados e um teste sem
controle, a 24,5°C.

H » * »* Mt AEM CTL
P Haax Dprax Asmax (g-/Lo (UI/ml) (%)
6,5 0,36 0,05 0,17 5,17 0,46 75,8
7,5 0,37 0,12 0,16 5,08 0,70 79,2
8,0 0,33 0,34 0,20 5,04 1,58 82,5
N 0,37 0,28 0,18 5,89 2,02 61,4
-1
% - UNIDADE = h

73



(1/3) ssojde]

OPJ

L -

(/1) Ipepiall}y

‘g‘9 e |enb| ajue}
-su0d Hd @ ),9'¥2 © 686D/08 BIUIMIT Jod
ofjanb ap o0i08 op omuﬂ:o:ton_ ~JL'¥'B14

lenpisdy 980}087 —j—

aseu|Besedse-TAllY o Je|njad 0o0ag 08ad g

seJoy - odway

6 8 Ll 9 9 14 £ 4 i 0
_ | ! _ ! ! _ )

g0'0

¢'o

9€°0

-
¥
o

(I/3) odas osayg

74



a9y ssojyoe]

el

li

u/IND) SPPEPIARIV

aseu|bBeiedse-TAllY O

‘q‘, e |enB| ajue)
-8U0d Hd @ 9,9'¥Z ®© 6”ED/OIR glumI3 lod
ofjanb ap oJos op owquoEBm - 81614

jenpisey 980}08B ——
Je|njan 09ag 0s8ad g

seijoy - odwa)

L oL 8 8 VA 9 S 1 4 e 4 l 0
L'0 1 1. | { | 1 | | -_. L ...P_ 0
I _ . o z .
”
£°'0 » )
- ~
£ N
0 8¢ .ﬁd
R i °
4 7 n
. o o]
9°0 A + 2
7] V )
] P © O ) + i v ¢
+ =R
g0 & 2'g




8S0}De ]

a2

‘g ® jenbB) ajue}
-8U00 HA @ 9 _g'¥g ® erEp/0IB g/uimigz aod
ofjanb ap osos ap oedejuawiay - 8L'v'B14

lenpisay 9s0j08]

eseu|Besedse-TANlY o Je|njan 0088 083d -

seloy - odwa]
LL oL 6 8 Ll 9 g 14 (> 4 L 0

m.N J.I. O . | | | | ] ! | { | | N.O
gy - 2°0 - a ~- &'l
go ¥0 -t
o ~ ¢
.| & o0-
g8 % - L2
S 8049 o
0L 4 § 0 - 2°¢ N
| -
e L' 4
ez § . 2
m N - .+ " N..v qM
¥l - . N
pL | /+/ Ly O
9'9L - 9L a Q T 2'g

76



Nota-se gue a variag3do da massa celular maxima
produzida, entre os testes com pH monitorado, foi muito pequena.
Ja para o teste sem o monitoramento do pH, a massa celular foi
0,62 g/1 maior que aquela produzida na fermentagio com pH
monitorado em 6,5, a qual por sua vez apresentou a malor massa
celular 5,17 g/bD.

Nota-se também que os valores de Mo as s3o0 praticamente
iguais nas fermentagBes onde o pH se manteve constante em 6,5 e
7,5 e naquela onde n3o houve controle, indicando que ¢ inexistente
ou insignificante a influéncia do monitoramento do pH sobre a
produgido da massa celular.

Com relagdo a formagdoc de produto, nota-se que~ houve um
grande aumento na atividade enzimatica maxima, a medida em que o
pH subiu. O teste a pH 8,0 produziu o melhor resultado, rendendo
uma atividade maxima de 1,58 Ul/ml; este valor fol 125% maior que
o valor da atividade maxima conseguida em pH 7,5 e 243% maior que
em pH 6,5, porém 222 menor que a atividade maxima do teste sem o

controle do pH.

A taxa especifica maxima de produgdo de enzima (qPMAx)
também foi maior em pH 8,0, inclusive maior que o valor do teste
sem o controle do pH. Entretanto, ao se comparar a atividade
maxima de L-asparaginase produzida, o resultado do teste sem o
controle do pH foi sensivelmente maior que o resultado do teste a
pH 8 controlado (Tabela 4.2).

Pela figura 4.19, nota-se que a taxa de produgioc de

enzima ¢é bastante alta, de maneira similar a observada nas figuras
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49 e 4.10. Observa-se que, quando a taxa de produgido de enzima é
alta, um valor maximo da atividade enzimatica é obtido
rapidamente, em etapa anterior a fase exponencial de crescimento
celular, e posteriormente hA uma queda nesta atividade. Sendo a
massa celul.af ainda pequena nesta fase da fermentac3o, comparada
com a massa no final da fermentac3do, resulta como consequéncia
deste fato uma menor produgdo da enzima.

O consumo de lactose, nos testes com pH controlado, foi
maior a pH 8,0, atingindo 82,54 do teor inicial, sendo também
maior que no teste sem o controle do pH, onde o consumo foi de
62,4%. Entretanto, apesar de o consumo ter sido maior, observa-se
que no teste sem monitoramento do pH houve maior eficiéncia de
utilizagdo do substrato para produgic de massa celular bem como de

enzima.

4.8. Relagz\o cinetica entre crescimento e f ormar;:z';o de produto

A relagdo cinética entre crescimento e formagio de
produto depende da fungido do produto no metabolismo celular.
Produtos sintetizados de uma forma associada ao crescimento s3o
geralmente produtos diretos de uma via catabdlica ou sao
produzidos como um metabdlito - intermediario; ex.: vitaminas,
aminoacidos (Wang et al, 19795, Nas figuras 4.20 a 4.23

observa-se que para a Erwinia arocideae crescendo em soro de queijo

suplementado com triptona e L-asparagina, a produgao de
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L-asparaginase ¢é associada ao crescimento. Observa-se ainda que a
produgdoc da enzima ¢ inibida antes que o microrganismo atinja a
fase estacionaria de crescimento; para temperaturas mais altas
como 26,5°C e 28°C, observa-se esse fato antes mesmo que se atinja

a fase exponencial de crescimento.

4.9. Efeito da Taxa de Aera(’:;o e Agitaggo sobre o Crescimento e

Produggo de L-asparaginase

O efeito da taxa de aeragdc e agitagio sobre o
crescimento e produgioc de L-asparaginase foi estudado. As figuras "
424 a 4.27 mostram o comportamento do pH, massa celular, produgdo
de L-asparaginase e consumo de lactose, em fermentagioc com soro de
leite diluido até uma concentracgdo de 2,73% (2% em termos de
lactose), durante o curso da fermentacio, sob diferentes taxas de
aeragdo e agitagao. A tabela 4.3 mostra os valores obtidos da taxa
especifica maxima de crescimento celular (,JMAX)’ taxa especifica
maxima de produgdo de L-asparaginase (qpmax), taxa especifica
maxima de consumo de lactose (qsmax), massa total produzida (Mt,>’
atividade enzimAtica maxima (AEM), consumo total de lactose <(CTL)D,
pH final e valores do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (kv>, determinado pelo método de oxidagido do sulfito,
para as fermentagfes conduzidas em diferentes taxas de aeragdo e
agitagdo. Testes com taxas de agitagio e/ou aeragdo mais elevados

n3o foram possiveis devido a grande formagdo de espuma, tornando

impraticavel o processo.
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TABELA 4.3 - Parametros cinéticos, peso celular seco, lactose
residual, atividade maxima, pH e valor do Kv das
fermentagBes de soro de quei jo suplementado com
triptona e L-asparagina em fungaoc das taxas de

agitaégo e aeragao, a 24,5°C.

AGITAGXO/| * » " AEM M CTL -
AERACZO  |Muax |Temax [Fsmax | <UI/mld| <gX1>] 0 PH K,

500-7,5 |0,371] 0,28 | 0,10 2,02 5,88 | 61,4|8,0 | 0,314
700-4,0 |0,368| 0,45 | 0,09 1,35 5,01 | 60,3|7,9 | 0,246
300,10 |0,346| 0,47 | 0,08 1,61 4,97 | 52,2|7,8 | 0,080
300-7,5 |0,335| 0,31 | 0,07 0,96 4,94 | 48,3|7,6 | 0,058

-1
#*- UNIDADE = h

*%- UNIDADE = (moles/litro.hora.atmd

Nota: taxa de aeragio em litros de ar/minuto e taxa de agitagdo em

rpm.

Verifica~se que para as taxas de agitagdo e aeragdo que
proporcionaram valores de Kv mais altos, houve maior produgac de
massa celular bem como de L-asparaginase. Para o teste com o menor
valor de Kv €0.058 moles/litrohora.atm), quando a taxa de aerag3o
foi de 7,5 litros de ar/minuto e agitagdo de 300 rpm, a produg3o
de L-asparaginase foi somente 0,26 Ul“ml e a massa celular foi de

4,94 g/1. A curva de crescimento celular dfigura 4.24> para este
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teste sugere que o oxigénio foi o fator limitante do crescimento.
Quando a taxa de agitagio subiu para 500 rpm, mantendo a mesma
aerag3o, houve um grande aumento no valor do Kv (valor maximo de
0,314 moles/litro.hora.atmd; neste caso obtivemos um valor maxdmo
>t.ant,o para o crescimento celular (5,88 g/1> como para a producgao
de L-asparaginase (2,02 Ul/mlD, isto ¢, houve um acréscimo de 19%
e 11023, respectivamente. Pela figura 4.28, que mostra o
comportamento da produgio de L-asparaginase e de massa celular em
fungdo do aumento do Kv’ observa-se que com o aumento deste
parametro, a massa celular bem como a produgio de L-asparaginase
aumentam. Resultados semelhantes foram obtidos por Peterson e
Ciegler (1972), trabalhando com extrato de levedura numa faixa de
concentragioc de 2 a 10%, onde conseguiram aumento substancial
tanto na produgdo de massa celular como na produgdo de

L-asparaginase quando a taxa de aeragdoc e agitagdo foi aumentada.
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5. CONCLUSOES

-A concentragio 6tima de lactose, em meio [ ermentativo contendo
extrato de levedura, contendo extrato de levedura e triptona, foi
de 1%, sendo que acima deste limite a produgdo de massa celular
permanece constante e ocorre uma diminuigdo na produgdo de

L-asparaginase.

-0 efeito do extrato de levedura sobre o aumento da massa celular
é positivo até em torno de 2,0%, sendo que a partir deste limite
torna-se pré judicial . Com relagdo a produgio de L-asparaginase, a
atividade maxima ¢é conseguida bem abaixo deste nivel, isto &, em
torno de 0,4%. Acima de 0,4%, o pH do meio se torna muito 4acido,

desfavorecendo a produgdc da L-asparaginase.

-Foi constatado que a presenca da L-asparagina no meio formulado
em laboratério assim como no soro de queijo foi importante, visto
que tanto a massa celular como a atividade enzimatica aumentaram
muito quando comparados com os mesmos meios nado suplementados com

o aminoacido.

-0 uso de soro de gqueijo com uma concentracgdo de 2,73% (2% em
termos de concentrag3c de lactose), quando suplementado com
triptona e L-asparagina, permitiu uma produgdo tanto de massa

celular como de L-asparaginase, melhor do que o uso de extrato de

or



levedura e triptona, mostrando que este meio de cultivo pode ser
usado para a produgd3o da L-asparaginase, possibilitando a redug3o
do custo de sua produgdo. Concentragdes abaixo desse valor
diminuem a produg3o da enzima bem como da massa celular pelo fato
do meio se tornar pobre em nutrientes; por outro lado,
concentracSes maiores dificultam o processo pela formag3ao de
coagulos de proteina durante a esterilizag3o, além de diminuir a

atividade especifica.

-A melhor temperatura para crescimento celular, na faixa estudada,

foi de 28 °C mas nessa temperatura a atividade enzimatica maxdma

foi somente 61 % do valor encontrado quando a temperat,lira foi de
(=]

24,5 C. Desta forma, concluimos gque a temperatura 6tima para

produgdo de L-asparaginase por Erwinia aroidae é 24,5 °c.

-Quanto ao controle de pH do processo fementativo, verificamos que
ocorre uma diminuigdc tanto na massa celular como na atividade
enzimatica. Assim sendo, concluimos que n3o ¢é uma boa pratica

fazer o controle do pH durante a fermentag3o.

-Os resultados dos testes variando a taxa de aeragdo e agitag3ao
mostraram que, para a produgdo de L-asparaginase com soro de
queijo a 2,73%, o aumento na incorporagdo de oxigénio ao meio

favorece a produg3oc da enzima, bem como da massa celular.
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Anexo A

Metodo para deterndnac;o do coeficiente de

transfer;ncia de oxig;nio pelo metodo do sulfito.

No processo de transferéncia do oxigénio de uma bolha
de ar no seio do liquido fermentativo para o microrganismo,
algumas resisténcias interferem nesse transporte, sendo as
principais a serem consideradas a resisténcia através do filme
£aso0s0 internamente a bolha e a resisténcia através do filme
liquido. A figura Al mostra uma ampliag3o esquematica da interface

gés-liqtiido de uma bolha de ar em um liquido.

FILME
LIQUIDO
’
FASE GASOSA FASE LIQUIDA
— Ci
P
. [
P
Fig. A1 - PERFIL DE CONCENTRACAO DE OXIQENIO

O fluxo de oxigénio através da interface pode ser dado

IozIx



por:

Nv = K a x «* - A1

onde Nv & o fluxo de oxigénio através da interface (massa /tempo),

erficial das bolhas por unidade de volume e G é

“a' & a area sup

concentracgdo do oxigénio.
na oxidagdo do sulfito de

O método do sulfito se baseia

sédio a sulfato de sédio pelo oxigénio, uma reag3o de ordem zero:

1 5> SO
4

SO3 + > O2 A2

Para se determinar o oxigénio transferido, tira-se do

fermentador uma aliquota de 5 ml de solugio de sulfito de sédio e

reage com i6édo em excesso:

> sO + 2H
4

0 excesso de iédo é determinado com solugdo de

tiossulfato de soédio. Assim o fluxo de oxigénio pode ser dado por

N.V1
Nv = 4 T.v2 A3

onde : N - normalidade da solugio de tossulfato;
Vi - volume gasto de tiossulfato; '

V2 - volume de amostra em litros;

Io=



t - intervalo de tempo entre uma amostra e outra;

Nv - fluxo de oxigénio (moles/tempod

O fluxo de oxigénio também é dado por :

Nv = Kv . p - PO ' A4

onde p & a press3o parcial do oxigénio e p*é a press3o hipotética

que estaria em equilibrio com o oxigénio dissolvido no liquido.

Como a reagao do sulfito é uma reagdo de ordem zero, a

concentrag3o do oxigénioc no liquido & zero. Assim sendo, p* também

& zero e consequentemente a equagdo A2 fica:

Nv = Kv . p AS

O valor de p pode ser calculado pela média

das pressSes de entrada e saida do gas no fermentador :

p = pe + ps A6
2
pe = (p +—L).021 A7
t f g
ps = (pt . 0,210 - (pt . 0,21 . A8

oxigénio consumido (transferido)
oxigénio fornecido

Nv.V.22,4

n = F.0,21 A0

ro3z

aritmética
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onde: V - volume de liquido dentro do fermentador;
F - vaz3o de ar;
h - altura do liquido no fermentador;
f - fator de convers3o da coluna de liquido em atmosferas,
para a- Agua = 10,3 (MCA/atmosferad;
P - pressdo total no fermentador <igual a press3ao
atomosférica para sistemas n3ao pressurizados);

n - eficiéncia de transferéncia de oxigénio.
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Anexo B

Diagrama e caracteristicas do fermentador usado

Foi wutilizado um fermentador marca CHEMAP, modelo
FS-0020, dotado de painel de controle de agitag3o, aeragao, pH e
temperatura, com as seguintes caracteristicas:
- Tanque de fermentagdo : Tanque cilindrico de ago ionoxidavel de
20 litros de capacidade, operado com um volume util de 16 litros,
possuindo 4 aletas. Os detalhes geométricos e suas dimensges s3o

mostradas abaixo.
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D = 0,240 m

T
D. /D = 0,322 H H »,D_ = 2,030 H H /D = 1,474
i T T T L T
H /D = 0,288 ; H /D_ = 0,625 H W /D = 0,0825
1T 27T B T
L/Di = 0,242 H W/Di = 0,309

- Sistema de aerag3o constituido de anel dispersor com 15
orificios de 1,4 mm de dismetro e filtros de porcelana porosa para
esterilizagdo do ar na entrada e na saida do equipamento. A vadao

do ar foi medida por rotametro BROOKS tipo 1355-10A-1bab.

- Sistema de agitagao constituido por duas turbonas de disco, de
seis pas, acionado upor um motor de corrente continua com controle

eletrénico de velocidade na faixa de 100 a 1500 rpm.

-Sistema de controle de temperatura com sensor de resisténcia de
platina, controlador HARTMANN-BRAUN, atuando,sobre a admiss3o
alternada de &Agua de refrigeragdoc e agua, aquecida por reostatos,

na camisa do tanque.

- Sistema de controle de pH, tendo como elemento sensor um
eletrodo de PpH INGOLD esterilizavel, controlador METRHOM HERISAU,

o qual opera duas bombas peristalticas, de vaz3o ajustavel.
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Anexo C

Reagente de NESSLER

A - SolugSo de iodeto de potassio

174 ST R 7 &
ABUA . oonrormmmms s 30 ml
B - Solug3o de cloreto de mercurio
HECl, - --c--vesronss s no 3,4 ¢
ABUA . ovovrommmmnrmsmsmmmnnt 60 ml

¢ - Solug3o de hidréxido de soédio

Adicionar a solugdo B a solugdo A agitando continua €
vigorosamente até que © precipitado formado n3o se dissolva mais,
isto &, fique permanente.

Adicionar vagarosamente a solugdo C e diluir com agua
até 200 ml.

Adicioanr, pouco a pouco, © restante da solugao B até
formag3o de pequena precipitaggo permanenf,e.

Deixar decantar até a sohiqgo ficar transparente e
eliminar a parte insoluvel por filtragao com amianto ou algod3o.

Reag3o:

—_—

NH ¥ + 2K _Hgl + 4 NaOH ! Numgo+x<1+Na*+3Ho
4 2 4 «— 2 2 2

&
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