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Be 8%% microrgenismos isolados do selo e do material clinice, fo
ram encontrados guatre nrodutores dz enzima penicilina zmidase |
sende o maior produtor desta enzima, umz linhagem de E.coii FEA

30, Verificou-se gue esta enzima ¢ intracelular, o que o acide -

Ty

tico induz suz producdo,

?m.
e
s

fanil
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AT DESe S I8 O MENOY i (551 IR 2, HOTToeai : ta ensis i
Encontrow-se gque ¢ melhor meio de cultura, na producan da enzima
seniciling amidase, por E.coll FEA R0 foi: 1% de pentana, 0.5
penicilineg amidase, poy B.oolil FHEA 30 foi: 1% de pepton f1 %
de extrato de levedura e 0§,15% de acido fenil acstico, com pH de
7.0 sntes de aurtoolavagem. A melhor temperatura de incuhiagac, aa
- . . Al gy . o
producas da enzima fol de 2370, Um meio de culturs nz producac -
da enzima wenicilinag amidase ¢om possibilidades de sor usade, a
4 I -"'“-‘% i 4 £y * % g {‘— - :x'Ex i 3 TR b g o am é ey o3 'E &
nivel industrial fol © 2% de farelo de soja dessngorvdurada. 14

de extrato prepaiads pela auiolise de Saccharomycoes cerevisiae,

e 7.0 an-

e

da Fleischmann e 0,15% de dcide fenil acético, com wH

tes da sutoeclavagem.

Depois de colocar umz suspensae de B.oooli FEA X0 por 50 minutos-
em umd solugdo de Nemetil-N'-nitro-Nenitrosoguanidina [MWNGY, fo

ram isoladas A0D linhagens, das quais foi obtids unae motantes de-

I

notada como Eoooll FEA 30 MOL. Esta wmutante produz duas vezes -

et
[



mais peniciling amidase do que a linhagen selvagem, 4 temperatus
ra de incubacio de 25°C. Com esta 14 whagem putante Foooll FEA 30
MGL, fol feita novamente induchs de mutacie e dentre 1,000 linhg
gens isoladas apds a expesicgio de 50 minutps em MNNG, fad encon-
trada wma linhagem B.oold FEA B0 MOZ, aue produz 120% 2 mais  de
gnzimd gque i seivagem. Tanto L.golil FhAae 30 MO1 como E.coli 300 -
MOZ, quando inoculadas em meio ninime de: 1%p de KQEP?QE 10 ¢ de
glicose, 2 g de sulfato de amonia, 5.7 ¢ de sulfato de magnesio,
4 oajustade a 7 com hidréxide de sédio, nAo apresentarvam di-
visdo celular, cresceads em forma filamentoza s temperaturas de

a bl ;A{} " M%:} &
incubagas de 3570 a 37°C.
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Com a indugio de mutagao com ralos ultravioletas, ndo fol possi-

sf“i,
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]
=

vel encontrar mutante hiperprodutiva, alinda gue nestas Cond
foram conseguidas mutantes  auxotrofos & outras & galactosidase-

negativas.,

A enzima penicilina amidase de E. coli apresentou avividade maxi
b i 4 P . . ¥ P
ma a temperatura de 4070, sendo pH otimo entre 8.0 & 8,5, sen va

lor da constante de Michsedds ¥ foil 37 wd & ¥m fol lumed/miniml,

Na producio de 8APA, por penicilina amidase e peniciling ¢, 3 -
¥ E i i i
. s N 43 . .
temperstura de incubacae de 4070, usando-se wma concoentragan  de

7% de peniciling §, contende 0,83 unidades de enzima por wilili-



tre, consegniu-se uma conversan de ¥0% em IO horas de incubagio,

i

T8y do GAPA produzi

&
Toki
e

ghtendo~se posteriormentes uma reouperag

dev



SUMMARY

OF &9% micrporganisms isolated from seil  and ¢linical material,
four were proved to he producers of penicillin amidase, the
principal producer of the above enzyme being a lineage of D.co-
14 FREA 20, It was wverified that the ensyme was dntracellular and

that its production is induced by phenviacetic acid,

The best culture mediuvm for the production of penicillin amidasze

by E.coli FEA 30 was found to be: 1% of wveptone, 0.53% of veast
e E I «

extract and £.15% of phenylacetic acid, with pH 7.0 before
auteclsving., The optimal temperature of incubation for the

production of the enzyme was 23%C. For industrial purposes  an
appropiate culture medium would be: Z% of defatted sovbean meal,
1% of an extract preparsd by autolvsis of Baccharomyces cerevisie
of Fleischmann and 0,15% of phenviscetic acid with pd 7.0 before
autociaving.

After placing a suspension of E.coli FEA 30 foy 50 wminutes in
a solution of Negethyi~ N7 ~nitro~-N-nitroguanidine (MNNG), there
were isolated about 800 lineages from which there was vbtained

s motant denoted as E.coli FEA 30 MOL.  This mutant produces

i1



twice as much pepicillin amidase than does the wild Tineasp

]
an incubation temperature of 255,

The mutant F.oolil FOA 30 MOL, was subjected again 1o a nut
process and of the 1,000 lineages isolated after 50 wminu

& &t

ation

e‘&ue‘?

ipmersion in MNMG solution, there was encountered s mutant

tineage dencted as E.coli FEA 30 MOZ which produces

Sonmh

LR
LEoa

of the enzyme than the wild one. Both B.ooli FEA MDD and B

FEA MGZ when insccoulsted in minimal medive of: 185z of KH,

i
Ak

0 g of plucose, 2 g of {Nﬁg}ﬁﬂﬁ, and 0.2 g of Mgd0,, with

adjusted to 7,0 with sodium hydroxide, did not show celliul

PMOTE
culi
PO,
} 4

nit

a1

division, but grew in s filament form at sn incubation temersture

When inducing the mutation with ultraviolet ravs 1t was

n anidase hvrerproductive mu

be

i

Zasts
it
Tk

possible to obtain a penicd
aven if under theze conditions mutants such ag auzotronhic

others with negative g-galactosidase were encountered.

The penicillin anidase of E.coli showed maximum activity
£ . . 2 . . p

070, ths antimal ol bhoing be sen 5.0 and E2.R, The wvalus

4070, the optimal pit being between #,0 and #,5, T !

Michaelis constant Km was 37 mM oand its ¥m owas lumol/sih

ot
[
£
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When emploving an dncubation temperature of 4070 and a pen
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0 concontration of 79 with 0,83 enzvmes wnits nper ml, a4 conversion
of 80% of the penicillin inte BAPA in 20 hours of incubation was

schieved. Seventy 3 of the above vield wasz recuperated.



Com z descoherta da penicilina G poy Fleming, em 1928, e com sus
aplicacio terapeutica realizada por Flovey, em 1841, numernsps -
estudos ¢ investipgarbes foram deservolvides, visando facilitey -

sodg em larga escala.
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fmbora esse obietive tenha sido gloancade, & pesquiza de noves -

sntibiftices foi determinadas nela necessidade de soluciomar al-

guns problemas surgidos quando do smnveps da penicilina © NEATA

e

Fins clinicos, entre o guals:

n

Egpectro antibacteriano limitado: tnstabilidade en maie gay -

T

trice:; Ripidas excregio renal; Inativag Ao mala peniciliin

a, Hi -

ey

persensibilidade.

Uma segunds aiternetivs os g?&c&kaf e

W . - ) s o -
sintese de peniciline semi-sintelida &

£

wma cadeiaz lateral diferents daguels do
aminopenicilinice: dessa forma obtew-se Compastos oo carascteris
ticas difarentes & desgjis

centena de peaiciling

as mais dmporiantss:



da enzima peniciling aminehidrolase BO n® 3.5.1

denominsda penicilina amidase ou penics

5
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sa w peniciline 0, dande comop produtos da reagso,

BAPAY 2 Zoido fenil acetice (AFA

¢
£y

acilase gue

0 presente trabslho visz 2 selegdo de wmicrvorganismos nrodu

roammente

LTes

hidroli

acidn £ oamino
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Hstes microrganismos serds, posteriormente. submetidos

i

ew diferentes: melos de cultura, pH, lLempeoratura

diferontes nivels de indotor, proo L?ﬁﬁﬁUW%s} it

mizacds na produghe dr enzims penicilina gwidase
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ra oenzima, Lraiar-so-s 48

Com o microrganiswe, maior produter

T oE I ah g T
Wienitro-N

AL ET OO FUAN LI

indnzir mutacso cowm N
e roies ultravioletas para se obler mutanle que aprosenie aitn

produtividade da mesma enzima.

Bstudar-se-30, também, algumas condicbes na producio de DAYA por

i

paniciling amidase, & partir de varias concentragtes de peniclli
wa O o virias tempersiurss de incubachn, prosseguinda-se a recu-

peracio ¢ cristalizagan do GAFA.



SAKAGUDCHT & MURAD (1850), velatarsm & vemogde de grupn Adcido fe
nil acetico, ds neniciline O {PLY, gsando ump enzima wroduzida-
poy Penicillium chrysopenws 9176, O nrodute ds reagae foi deno-

minado como Penicin, © a enzima peniciiing amidase.

ROLINSON gt al {1960), nko confirvmaram 2 remocio do pyupo acide
fenil acdético da PO, usando Penicillium chrysogenum, povew usan

do come substrato peniciling K {CH {Cﬁ,}gmﬁﬁ?}@ fai possivel g

remogso do grupe nbeptil, Fol proposts a

-

2ima, ew dois tipos: enzima Cipe {17 gue hidrolisa
i * . i

s FEn 1ol

monte npenicilinz ¥ e ¥V {(fenoximenil peniciiina}, do gque a pen

cilineg £, sendd ests enzima predurids em forms extra celular por

alpuns: Actinomicetos, fungos e leveduras, apresentando pH oti-

Iy

e

mo em torne de Y, e tempervatura olima av redor de Y

4

ma tipo {113 produrzids por algumas bactérias, pertencentos Aty

o

syuno Fecherichia e Alcalilgenes, gus hidrolizg mals zdﬂ%&d”*ﬂ?ﬂ
o - &y

penicilina G, que s penicilina ¥V e K. Usando-se celulss de B,

B3

. v o . " [ ot s -
coli, Fol pessivel usar 2% de penicilins G, gque [0l Convertida-
em 95% de Ecido 6 awinopenicilenico, em 4 horas de veagdo. st

srzima B.ooli apresentou pH otimo entye 7.5 e 5.5, ¢ temperatu-



., -; 7 iy - | - a
ra Otima ao redor de 40Y0. Bste enzima de ¥. coll enm it oem tor-

ne de 3,5, pode sintetizar s penicilina 6, & partir de acide §

aminopenicilanico & deido fenil aceticn.

CLARIDGE et a2l (18607, velataram & produgao de acide 6 aninope-
nicilanice {6AFA) por encimas microbianss der Alcalipenes faecs

T

iig, Asrobactey clozgas,. Bacillugs subiilus, Microcooous lyvsodeik

ciutor da GNLIMmE -

PR R [T DY N, P 3 [N - .
ticus @ Myoobacterium phlel, sendo o on

peniciling amidase o Alcalipenes faecalis. A enzima de &, faecs

- o ] 3 - S W -

Tis mostyouw walor atividade em peniciling O, gue em penicilina-
Ve K. & producds ds enzima fol intracelular, = as celulas  fo-

s

coms fonte de enzima, podendorse usar ate cinen  vaw

43

Tam usada:

:

o5 sonsecutrivas, ng produgac de GAPA, obtendo-se um maxime  ds

SAPA de 5.7 mp/uwl. Com s enzima penicilins amidase de AL

g Fal P S APy PR it PR R I "y AT et ot roor .
P33, fol possivel 4 sintese da penicilina § en pl o acido 5,5, a

partir de GAPA e Bcide fenil acético.

HUANG et al {1960), relatavam a producac de enzims peniciline-

amids

i

e microbisng der EBschevichia, Bordetella, Aloaligenes M
crococons . Pseudomonas e Hocardia. Apresenton maior producas de

enzima a Nocardis gue foi usads na producice de SAPA. Foram usa-

dos 3 oprames de celala, como Fonte de enzima, em um 1itro de uma

B-N-(

oo
L

soplugan de 0,51 de nenicilina O, G,iM n

2 fol incubado a 2870 wvor 16 hovas, obtemdo-se 50% de conversao.



BATCHELOR et 23 relataram a

(18614) .

nicilanico

s

presanca de acidoe & eminope

ne calds de Ffermentacas com Penicillium chrysogenum

na producio de penicilina G, cuande nfio & adicionade o precursor
acido fonil acetico.

COLE = ROLINSON (18361}, relatavs

bacas de miscele de Bmevicellopsis

enzinmag penicilina amidase & igual 35

gos, apresentando maior stividade enm

piciline G.

RATCHELOR et gl {1961c)y, relataram a
peniciiina amidase ¢ intracelular da
smiduase

ces lavendulaz, A peniciling

gm penicilina § gue em penicliina V.
1ina amidase fol em torno de 9.0, ¢

L0
redor de U

tino, mantende 96% de atividade velsa

a pil 11,

-
4 bl
& OGD

haras

incubacio 0, de 1%

ciling amidase do 5iv

mn & wroduciae de GAPA,

C. A enzima apresentou maior establlidade em pH

a temperatura amblente.
de fenoximetil peniciling e

eptomices lavendulas, &

pela inou-

minima com penicilinag V. Esta
putras produzidaz por  fun~
penicilinag ¥V, do gue om pe-
producio extra~celular da

penicilinase ., por Strepiomi-

apresentoun maior atividade-
O pH Stimo da enzima penici
a sus temperatura otima an
alea

tiva guando incubada por 5
Mo producaoc de 6APA pela

i enzina peni-

pH 8 por % horas

foi obtide 56% de conversao, sends o restante 443 perdido pela
nreseacs da enzima penicilinase. O melhor meio de cultura encon-

trade para a produgio da emzima foi:

i

5% de glicosa, fa-

e




vinha de soja, 0,.5% de extrato de levedura, 0,5% deo clorets  de

sddio o 0.2% de carbonato de cdlcic,

YAMEDA et al [1861), izolarvam microrganismos proedutores da peni
cilina amidass, uvsande meio de cultura que contem 0,1z de ”%iﬂég
G,lg de ﬂgﬂ?ﬁéa U,05g de Mghl,, em 100 ml de agus, pH ajustado-
a 7,0 ~ 7,72 e como fonte ds ensy gia fol usado somente menicili-
na O au dcido Ffenil acético. Mo melo de cultura que gnntém peni
cilina 0, os wicrorganismos cresceram em forma filamentoss. Fo-
ram encontrados 5 microrganismos produtores da penicilinag amida
sa. Com o mais alto produtor da enzima, foi feits a incubagao -
de massa celulay com 2% de peniciling G, ghtendo-se no maximo -~

7

10% de conversio em 4 horas de incubagdo a 3790, & pH 7, 8.

HUOANG et al (19637, de 332 microrvganismos isclados, enconlraram
£0 produtores da peniciling amidase, apresentando maloer produ -

cagp do enzima, uma Nocardia e mm Proteus. Fovam uvsades coms melo
de culturs na fermentagde submersa, (A} 20 g de agua de macera-

cio de milho, 20 g de melago de beterrvaba, 10 g de gliceral, 1z

L

de sulfato de magnésic para wm litre, o pl foi ajustado 2
COm &ﬁ%ﬂﬁs (RY 4 g de extrato de Tevedurs, 10 g de exiyato fie
malte, 4 ¢ de glicosa, ¢ pH foi ajustado & 7.3, A presenga ge
sAPA formada pela incubacao de peniciling 6 o células de wmicroy

W

ganismos, fol analisada gualitativamente, pelo metods da croma-

ot



toosrafia de camada em papel, usando-se como zistems Ao spivente
[ } *

butapol/facide acéricolagua nas proporcdes de 57471 v/v, obten-

do-se wm R, npars penid

ot
pr)

Tina § o HAPA, de 0,0 e 0,5 respociivag -

&

™

mente, A wmenicilins amidaze apresentou pi dtime de & para Pro-

teus & Nocardia. Com a enzima penicilina amidase destes 4o0is mi

H

crorpanismos foi estudads a especificidade con diferentes subs-

i

tratos:

Hidrblise da penicilina © e modificacoes estruturais

RCO ~ HAPA - BOOLH + HAFA

2

I HIDROLISE ® HIDRGLYIRE

¢ Y
@}"{ﬁz rew (0 ooty s

‘:’“‘"\\ . ; ﬁ;ﬂ:::«x‘t L
Q?“( ’~Qﬁ? S {1 3}&%3&% <t
x‘ / S 7

H - @){“E e "\ﬁ wfj e ety
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e f.-" 5, .

4 \E\};---C%'l Me Yy scHme <tr

v W . - - ki " v ow ow wh N .
e % de hidrolise S0k - & de hidrealise 1-E
w4+ % de hidroliss 20~540 <ty % ogde hidrolise e}



CLARIDGE et al (1963}, estudaram n especificidade da vpenicilina

amidase, de Penicilllum chriscgenum, Uspha

i

ER 4

“ﬁ

e
L
3
et
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&
e
i
o
-
233
Lok
"“Q
5
%
F

faecalis ¢ Escherichia coli, com diferentes penicilinas. Com as
pactérias foi feita a fermentacin submersa per 18 hovas, a 379C,
em meio de cultura de infusioe de coracio, e para fungos fol in-
cubade por 120 horas a 2170, om meio de cultura contendo hidyo-

lizado de amide, farinha de gmendoim, extrato de levedurs o fa-

rinha de peixe. O BAFA produsideo foil separsde por oromaptografis

LAY

em papel,usando-se como sistema de solvente n butanclfacido ace

i

tico/agua nas proporcdes de BOS15/2%  viv: posteriormente os pa
péis foram pulverizados com cloveto de fenll acetats, para tram

it 4

formar o GAPA em penicilina ©, e assim os papéis foram usados -

g antibiograma. Com os diferentes substratoes usados, fol con -

firmado o trabalho de ROLINSON o1 gl (19643, ogue 2 snzima venis-

iy

cilina amidase de fungo hidrolizs mais rapidamente penicilina ¥
gue 0. sends aue as enzimas das bactérvias mostraram mais ativie

13
!

dade pars penicilina § do gue para V.

COLE (1964, relatou a hidrolise de devivados de dcide fenil ace
tico, por peniciling gmidase de E.coli BREL 1040, sendo melhor -
substrate gue peniciling $, oy compostos: fenil acetii-L~g~scido
amine fenild scftico, fenil acetil-aming e Tenil acetrilglicina .

e atividade, Folo que se

*ﬁ
o,
{.w-\

apresentands neste Gltime, 1009 & mais

¢ré que a peniciling amidase,& umz enzima do tipe acilase ndo



‘?=

especifics para penicilina G, que hidroliss penicilina G, pela

sua especificidade no grupe dcide fenil acetico.

VAUPMAN e BAUBR {1964), relataram a hidrélise dos seguintes com

postos, por enzima penicilina amidase de bactérias:

1} fenilacetil~L-dcido glutamico doido glutamico + acido
fenil agetico
2% aminofenil acetil glicina acide a amine fenil acetico
+ plicin
2} Fenoxipropionil amida " Acido « fenoxipropionico + amoio
4
4) & amino fenil acetil metil ester 7 cido « mmine fenil

aceatice + Alconl metilico

5% acido fe Aecido fenoxi acétive o+

o
pu
2
3

oty
1
£
%
e
Pur
o
]
Stk
forte
%
£33
]
bt
il
3

Pelas veagtes de 1 a 5, constatou-se que nAn & necessiric o gru
pa GAPA, para gque oCorra o hidrdlise, pois o nome da peniciline
amidase ou penicilina acilase ndo estariam corretos.

ENTIRMAI A, (1064), estudon a produgiv de penicilina amidase-
da B.ooli Ny L/3-857, o comprovou quo o Heida fepil aceiico & O

Geido fenoxi peftico, servem de indutores na nroducio da penicl

T‘

1ina acilase, obtendo-se um maximo de induclo & concentragic de

2% des #cidos no meio de cultura. Sendo que © acido  feonil

1%



acético e Acido fepoxi acétice , apresentaram uma forte inibicio
nz atividade enzimatica da penicilina smidase ., de ordem de  45%,
quandc estes estdo presentes no meio de reaghoe entre penicilina
e massa celular, 2 ume concentracan de 4%. Quando o meigo e
culturs contendo 1,5% de acido plutamico, 0.4% de extrato de 1z
yedurs, 0,2% de fcido fenil acético. contén glicerol apresenta
o da enzima, ¢ nav foi devido ao pi bhoixe

repressas ng produga

norgue este foil mantido em &, Encontrou-se gue a temperatura ati

.

vz oagUp
ma para a fermentagdo & 28°C.

COLE (1986), relatou a presengs da penicilina amidase nos seguin

-

tes fungos: Penicillinm sp BRL 733, Peniciliium sp BRL 736, Peni
cillium sp BRL 737, P.chrysogenum BRL 781, ¥P.chrysogenum 8§03, As
perzillus ochracecus BRL 731, Trichophyton mentagrophyies BRL -
569, Epidermophviton floccosum BRL 772, Cephalosporum sp. TRl =
49,137, apresentando todes atividade em penicilina ¥V, e zomente

T, mentagrophytes e £. floccosum apresentavam atividade em peni-

cilina .

ERTCESON et al {19687, estudaram g peniciling acilase produzida-

Y

por dois Penicillium chyysogsnum, un sendo alte produtor da peni
cilina G, quande & adicionade o precursor dcide fenil acético, e
guando este € omitido, GAPA g iiberads no melo de cultura: o ou

tro P.ochrysogenum ndo & produtor dp penicilineg . O Penlciilium-

' i
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nae produtor da penicilina, apresentou tres veres wmais atividas
dg de peniciling amidase por miligramo de miscelo, qus ¢ vrodu-
tor de penicilina. As enzimes de ambos Penicillium apresentaran

mais atividade com penicilina ¥V, que com penicilina G. A ponicl

lina amidase apresenteu pH ctimo de 9.

COLE e SUTHERLAND (18457, estudaram 148 microrganismos de ori o~

gem clinica, das gquais encontraran 10 produtores da pesnicilina-

o

amidase ., sendo 4 linhagens de E. coll e & linhagens de  VProteus

Rettgeri. Relataran que balxas lemperaturias (267C) de incuba -
can, com alta aeragac, em meio de cultura de calde nutriente -
contendn Acide femil acétice, faverecem a formagio da penicilis
na amidase e em frascos Sem @ETAGAO NA0 ha formagac da messmn

pelo gque se Cre que a cniima peniciling amidase tem poudca 5100

fludncia na resisténcia & penicilina € Yin vive'.

CHIANG e BENNET (1967),purificaram a peniciling amidase oroduzl
da em forma extraceiunlar por Bacillus Megaterium ATCC 14,9450 A
enzima foi abservida por celite do mein de cultura apds separa-

cBo de massa celular pov centrifugacio, eluida posteriovmente -

. - " -t . P \ -
com solucho de 24% de sulfato de amonio. ARcs 8 einican da enzi

. - o oD
wma, ¢ wvolume contendo a mesma fol concentrados a vacuo a 4070,

!

até aparecer os primeires cristals de suifate de amopio, o pre-

cipitede formade foi dialisade contra canpio fosfato  pil 6.6~

oo
S



(6.0254) ¢ posteriovmente passado por colunn de varboximetilce-
{ulese. A enzima foi elufda usando-se tampio de fosfato pH 6,5
4,1, O volume que contém a penicilina amidase Jol tratado oo
celite ¢ fpita a eluigas da enzima, concenlracas & diatise como

fa3 deserita anteriormente, oste fitime diztisado fol usado co-

mo enzima purificads, logrando-se umi purificacac de 26 vezes.

A enzims assim purificads apresentou um pese molecular determi-
ando por ultracentrifugacde de 120.300. Apreosentou nil otima en-
tra § & 9, apresentands a pH menoy do gue %,5 e malor que 9.5
menet do que 10% de atividade relativa. Apresentando 100% de ng

tabilidade a pH entre 6,5 e 10, 0%, por ¢ horas de incuhacio a

Fy) o

24°%0, A temperaturs Stime da envima i de 457°€ ¢ fol totalmen-
te inativada a 5090, A especificidade de subsirato destsa penici

tina amidase fol malor para nenicilinag G, mas apresenian ndo ati-

vidade em outras penicilinas naturais, gemi-sinteticas o anidas,

sais come fenil acetil amida. EBsta enzima apreseuniou inibicac -

Y

competitiva por Acido fepil acetice ¢ inibicBo nfio competitiva-

\,x
X

por GAVA. A constante de Michaelis foi 4,5 ¥ 18

e i (1969}, velataram 3 hidrdlise de fenoxi-metil peni-

5

i

o

it

o2

]
e
iw

cilina por espoyos de Fusarimm conglutinas e Fussrium munilifor

qe. A S0 ml de uma suspensao do espore fai pdicionado 100 myg de

& +

fenowimetil peniciling, ashtendo-se em 48 horas de incubagio, a

'y U " . e
2%, 80% de conversap. bBsta en? ima nic apresentou atividsde om

13



penicilina G.

CcOLE {19693, relatou & especificidade de peniciiina smidase de
. celi BOIB B743, com yaring substratos, snis cong: Penicilina
G, = hidyoxibenzil-peniciling, p-hidroxibenzil neniciling, 1
amiﬂﬁb&ﬂziiwpﬁniﬁiiiﬁa, apreﬁ&n?anﬁﬁ 1a0%, 1%6% ¢© 40% de ativi-
dade velativa respectivamgnte, O seia, apresentando mais de LOY
de atividade e pwhi&rmxi%@nzii pepiciling, que em peniciling G.
o yalor de Em obtide pars esta peniciling smidase intrscelular-
£ni 3049 @M. guando £4i usado como subsirato peniciling { potas

. ir Fed . oa _ ot anDpe
sica. O pH frimo fol 3,7 ¢ temperatura otims 4070,

NARA T. et al (1971a), isolaran micTOTERNLEMOS produtoress da en
- 3o X i a ke .Cir - . s vn 5o z . o TV op P N AT ) w33 s
zima penicilina anidase, para g sintess oo o« aminobenzil puni
cilina {ampicilinal. mpcontrou Kluyvers citrophila come produte
ra da envima peniciliina amidase., que & CAPAL de fazer a sintess

Ex

de ampicilina., & partir de GAPA € Feide p-amino fenil aoftico.
NARA et at (1871b}, rolataram o isolamente de microrganismos pra

dutores 48 penicilina amidase. De 518 i CTeTEENL MmO ignlindos

encontraram § produtores desta snzing.

14



HicTorsanisnos nrodutores da enzimg peniclling awmidase

PG 33mpiml . massa celular
3 omedml

SAPA me/ml /20 horas

Kiuyvera citvephila KY 3641 5,5
K. noncitrophila KY 3642 l £,5
Preudononas Asvuginosa KY 3851 3.2 )
P, Orusiviae KY 394648 4,2
Microcooous Urea KY 3967 0,8
M. huteus KY 3781 (.6
Rhodonseudomonas spheroides XY 4117 ﬂgﬁé

o
o
oy

Strepronyces ambofaciens SPSL-15

A determinacio qualitativa de O0APA fol feita pelo metodo da oro-
matografia de camada delgada em placas de silica ¢el . Oz siste-
mas de sulvente usados foram:

a) Acetato de butila, n butanel, dcido acstics e Agua nas propoy



¢oes de 80/15/40/724,

o

B} Acetato de isoamila, metanol, dAcids Fiv reicg 2 Aaus nas .

Coes de G5/2075710.

¢} n butanol, fter., scetona e Agua nas prororcies de 28

sende o5 &f de penicilina § e BAPA:

& b g
PG 1,60 0,71 1,55
GAPA 0,14 .12 0,24
A& revelagao fol feite pela exposicio das placas em vanoyses de

amdnie por 20 minutos, e pulverizadas com 7% de amido em soly -
a0 saturada de cloreto de $ddio, segulds pele pulverizacic de

una soluclo de iodo.

0 dcido fenil acético para P. crusiviae ¥Y 2060 nae foi indutor
ng formacie de peniciling amidase, 2 a glicose nic reprime a
s¥intese desta enzima; para K. citrophilas KY %641, ©0,.2% da acide

&

fenil avetice, suments em A0%, a producan da ﬁﬂzima3 e 11,5% de

<

glicese  reprime a sintese desta enzima,



Com o maior produter da penicilinag amidase, Kluyvers cityophila
KY 3641, fez-se a producae de SAPA, usando-se uma  solugao de
21, 4dmg/ml ﬁﬁ peniciling O em ume suspensiio que contém O, 9mg/ml de
massa celulsy, obtendo-se em %ﬁ horas de incubagio 0% de conver

SA0,

OXACHT et a1 (1977a), relataram algumas condigoes para s produ -
cie de penicilina amidase por Kluyvers cltrophila LY So4l. Em
meie de culturs de caldo nuiriente so obteve mixima pradugie  de
enzima a 96 horas de fermentagfio, com wmz produgac de 2,9mg de
6APA/m] em ¢ horas de incubagdo. No meio de cultura de caldo nu-
triente, que contém glicose, frutese, maltese e laciose, hd  re-
pressas na sintess da enzima. Esta Kluyvera citrophila KY 3641
produz também enzima penicilinease em conjunto com pen nicilina ami
dase, sende gue em condicdes anaerdbicas de Teymentacio, simente

produz penicilinase.

§ g«.t-w

DEACHT et al (1972b), usaram a penicilina amidase de Kluyvera o3
rrophils KY 3641, na produgdo de D o amido henzil peniciling (am

picilina}.

TAKASAWA 8. et al (16723, relateranm 2 produogio de peniciling ami
dase ¢ nenicilinase por Kluyvera citrophila EY 3641, A inativa -

17



cac da enzima penicilinese ol felita om meio alcocaling pil & por

ES

] - . R o . -
4 horas g 407C, sendo ague nestas cvondicoes nac se tewm inativa -

L

cao da peniciling amidase, permitindo postervinrmente g vrodugao

de BAPA, sem perda de PG e de GAPA.

BALANSINGHAM K. et a1 {1972), purificeram a penicilinag amidaso-

»

intraceinler de B.coli ATCC 9637, ohtendo-se atividade especifi

- f

ca de 68 veres z mais. Foi determinado o valar de Em 7,7x10 "M,

S

O feido fenil geetico inthe o enzimse meniciiina amidase em Tor-

ma competitiva e o GAFA, em nao competitiva,

OKACHTD et al (1973, induziram mutacgso com alaraniade de acri-
dina & Kiuyvera EY 3641, gue produr as enzimas penicilina anmida
¢ ¢ penicilinase para obter mutanies deficiente de penicilinase.
Be 7,850 coldnias isoladas, apbds tratanments com alaraniado de
acridina, foram snoontradas 160 linhagens deficientes em penici
linase. Estas mutantes deficientes de pemicilinase, produziranm-~
mais 6APA do que 2z lishager selvagem, a tempo curic de incuba -
cdo,por ndo apresentarem perdes de penicilina § e SAFA produz}
do.

ORACHY B, at al {1973}, estudaram p enzima pepicilins acilase-
de Pseudomonas melanogenum KY 3887, sendo gue esta enzims somen

te hidralisa D (=Y o - aminsbenzil wenicilina, ¢ nao hidrolisa~

18



peniciiina ¢ fenoxietil penicilina e praminchenzil peniciling.

SHIMIZU et al (1€7%), purificarsm a penicilina acilase de  umn
linhagen mutante de K.citrophila KY 3641, deficients de penici-
linase. O peso molecular ds penicilina amidase fol de 83,000
sendo determinade pele metods da cromatografia em coamads delga-
da em S@phméex.ﬁwlﬁﬁﬁ 0 ponte isceletrice fol 8,12, A enzima pu
rificads apresentou uma atividade especificva de 123 vezes a mais
Esta penicilina acilase apresentou malor astividade em cefaloridi

na que em penicilina G,

FHACHATOURTIANS et al {1873}, relataram algumas ??&ﬁ?i@ﬁ&ﬁﬁﬂ. de
mutonte de F.ooll termosensivel, que guande incubade s meio el
do nutriente., e a0 mudar a temperatura de ingubagdo de 3070 para
azﬁcs & intervromnida a divisdo celular, crescendo em forma fila~

. : D pe PPN
mentoess. Quande ¢ transferido neovamente de 4270 para 3074

Tt S
ve divisie celular, ainda aue o meio de culturs oomtenhs cloranfe-

. C s . o - L -
nicel, o gual indica que as celulas nas condigoes RED pPermissy -

velsz, acwnulam material potencial, para a divisao celuiar.

MATTHIEY e HIROTA (1873), relataram algumas propriedades de mu~
tantes de E.celil termosensiveis, que quando incubadas em meis de

g

B

cultura de caldo nutriente, e so wmudar 3 temperaturs do ino



. R @ . R
cho de 38 O opara 4170, nao cvorre divisao celular, orescendo em
forma filamentoss. Poram encontrades tros vipos de mutantas ter

vaeis, guando se suds novamsnts & tempsratura de incubas -

4

-
BORENE 1

4

fach

- 3 £ . hE 2 - e
can de 4170 para 307C, sendo o3 mutantes tipe 1 o3 que nao pre-

v +* ; . . -
cisam de mova sintese de proteins pars ter novamente divisao oz
iular e mutante tipe 11 o5 que precisan de sintess de protelna.
Mutsante tino 111 os aue om nephuma condicio woltam & apresentar

" 1 §

divisan celular.

Duande o mein de cultura centém NaCl, e incubada a 417°C, s maip
ria dos mutantes apresentam divisdo celular.

SMITH et al {1874), velataram algumas propriedades de tres wmu-
tantes de B.coli termosensiveis, que guande incubade em meio de
cultura de triptona ¢ extrato de tevedura, ¢ ao mudar 2 tompo-
raturs e incubagaoc de 28%C & 42°C, & invervompida s divisdo ce
twlar, crescends em forma filamentosa. Juando sao transferidos-
novamente de 42°C a 28°C, ocorre divisio celular e, s adiciona
do as mein de culturs clorgnfenicel, ew duas mutantes, ccorye -

e -

1ise, e na oulra. nao ocorre divisao celular. A sintess de DRA-

ot

- Bl ) "
nas Lres mutantes a 4370, oforye aparventements normal, satando-

os nocleos distriboidos no filamento.

SANTOS o ALMEIDA [1875Y, relataram glpunas propriedades de E.co

“t
et



13 mutante termesensivel, gue gquande incubads om melo caldo nu-

triente, e ao mudar a temperatura de incubagio de 3070 nara-
427¢, a divisfo celular & interrompida, crescende ew forma fila
mentosa. OQuando adenina € adicionada ao meio de culturs, existe
divisao ceolulsr 2 429, mas se & adicionado tambénm citosing @

%

guaniiing , &8 nrotecac por adenina deixs de existir, crescendo now
vamente em forma filamentoss. Este nmutante preservon a sintese-

2 - ;
de DMA nas condigbes de 4270, estando og nucleos regularments -
egpacados no filamento. Ao aumeniar & pressic osmotica  com 1%
fo M . : o ~ o _

de RaCl e incubada @ $42°C, nic apresentou protecde, crescendo -

em Forma Filamenlosa.

MASAMUNE {19753}, relatou algumas propriedades de E.coll mutante
termosensivel, que quando incubada ew meis calde nutrients, #
ey 5 s 5 e e vy g o : oyl L Ts A
ao mudar a temperatura de incubagao de 307U para 4370, ¢ dnter-
rompida o divisao celular, cvescende em forma filamentosa, O ik
mero 4e colonias perpanels constante, mas Comoun continug aumen
¢ de absorbanciz a 680 nm, Mudando novamente a lemperatura  do
Do e T e g ; . . £ oy
42%¢C para 307C, wvolta a apresentay divi sao celnlar em forma nop
wal de bastopete, © o numero das colonias aumenta mais ranida -
mente aus o ssperado, pelo tempd de geracio. Ouando o meis de

3 temperatura de incubaglo-

.
&)

cultura contem 5 g/liitro de Mall, e

= . 5 ¢ s pm S . i e
& mmdada de 30VC para 4270, a divisao csluler conbtinus em LoTma

[ i i ; ¥ d ¥ By ?\} h *
normal. A sintese de DNA foi normal & 4270, gumndo a linhagem -



mutante ndo apresenton divisdo celular. Foram snalisadas as pro
teinas da membrana celular, nelps metods da eletrofovese em gal

de poligscrilamida, do linhagem mutante o a selvapen, guando in-

Tk

5O s o \ _ o _
cubades 5 4270, e foi verificade que pelo menos ums banda e

nroteina, es5td em menor concentracho na mutanie.

3
3
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5.0 MATERIAL E MBETOIOS

Heagentes

Tedos us rvesgentes utilizados foram puros pro-andlises

gbtidos das Firmas:

4
P

Mevek
Carin Brbha
Bakery

Boibra

5 melios de culturaza da Difco,

Eguipamentos utilizados:

Fstufas hacteriologicas (Fabbe)

Bztufas - Fansm Ltda,

Eztufa a vEcuo - Fanem Ltda.

Evaporador rotative de vidroe - Buchler Instruments, Ing.
Agitador rotatério - Fermentation BDesign Inc.

Agitador votatirio ocom tempeyatura controlada.
Espectrofordmetre Perkin-Elmer, Coleman 124 D,
Potencicmetyn - Horiba

Centrifugas ~ Beckman J Z1B

Auntaciave

Pk
Lt

{'.;‘



Agitador magnétice - Matrobn

. . - s e
Balancs anailiticy ~ Sauter - Models
Microsconio

Ranho termostiétice {(Fabhe)

Comjunte para crometografia de camada delgada {(De

Materiais de vidro.

3.3, Métodos

i14

3.3.1. lsuliamento de Microrganismos do Solo

Oz wicrorganismos foram isolados do
em 10 ml de fpua destilada e esterilizada,
vigmente obtids des arredores de Campinas.
com alga em placas de petrvl comtendo, nuty
Agar, incubando-se poy 24 horas s 36°C as
Agar, & por 72 horas as de Czapek. Apds o
nias, estas fm?am transferidas para tubos

seus respectivos melos deo cultura.

jAn]

3.3.2. Microrganismos de Origem Ciinic

Foyam fornecidos microrganismos de

Hogpital Vera Cruz de {ampinas.

sole, suspendendo-se

i pramn de terra pre

A sspulr innculou-se

iente Agar o {

Lnapak

placas de nutrients

crescimento das

de ensaio conten

origem fecal,

colo-

do o8

pelo



Cada um dos microrganismes isolados como estd desorifo
nes itens 3.3.31. ¢ 3.53.7 . ol inoculade com aige ewm 5 -

Fi
.

Brisnmever contendo 7

ot
s
st
i
rde
¥
=
-
e
o
o

de epltura de caldo nutvien

te com 0,10% de dcide fenil acético, prepavades como esta in-

. P o . I E ok ey oo B e e o e R -
dicado no item 3,3.8. Apds 24 hervas de incubagas vom agitagao

'y = . ] . 0 o i . ] g B
g 200 vpm 4 temperstura ambiente {I6 -3070) para bactarias, e
77 horas pare funges, foi verificada a produgas de enzima pe-

niciiing amidase, da sepuints forma: um mililitro de meio de

culturz apbs incubacdo, adicionou-se a wwm wililitre de 2% de

peniciling € notdssica PGIE}, em tampio borvato phi=g.0 {0, 1y,

g incubou-se aproximedamente por 14 howss a 4070, A

N 3 e Y £ I g P
6APAY formado pol

e,

de Acido & aminopenicilanico

PGIEY foi detectads gualitativamente pelo mel

i . P
by »

srafia de camada delgada, come esta descrito ne dvem 3. 5.4,

%.3.4, Matods ds Cromatografis de Camads

Foram preparadas placas de cromatoegrafia de camada del

d o
gada oom

(22

;. '“b

Tel Nech Stahl 60 de 0,35 mm de espessura o0-

y

e

tlion

Seahl (19693,

foets
[od

me puibh descrito no livro

Aplicvou-se como substdncia padeis ue microlitye de uma soelu-

cap der PG{XY a 1%, 0APA & 0,1%, wmedo de oulturs

Fd
T



ente em conjunte com GAPA ¢ as amostras em analise. Usou-se ¢
mo sistema de solvente acetatoe de etilafacide scétice/butanol/
clorefornio nas proporcdes de 20/728/70/15 vespeotivamente. dei
xou~se correr o fronte por 10 centimetros; apos secagen das
placas, 2 revelagao foi fTeita com ume solugao de nihidring a
0,1% em umz misturs de etanol/acide acétice nas proporcies  de

L oem volume, & posteriorments as placas fovam colocadas  an

f
estufa g 1720-1307¢ durante 18 g 15 minutos.

3.%.5, Determinacde Duantitativa de Atividadse

Apfiz incubacas, 5 wi de melo de culturs (itew 3.2.3.7 @
5 oml de uma solucds de PUIRY 2 4% em tampdo borato pH 3.2 {6,834,

. £ 4o o . .
foran incubadeos n 4070 nor 20 minuvtos, ¢ imediata
3

%
%
_..,,1,

B
3
o
Lo
e
i
oy
9
e
o
p
Bt
i
Fenb
1t
L
£

Cionou~se i ¢ osuficiente pava ating:

wimadamente 0,7

i

21l e em osepuida, centrifugou-ss @ wma rota-

cho de 10,000 vpm, pavs separar 2 massa ceivnlay e PGLEY preci-
pitada. Apds centrifugacio foi~se duas v & EXTTACAD da

PGLKY ainda presente sm solugsdo, vow um volume de acetato de

butila. Afustou-se a fase aguosa

pletou~se g wm volume conhevido.

xitamina vomo esitd indicado ne item 3,37, pavs determinar o

LBAPA nresente.



3.3.6, Definican de intdade de FEnzimn

Uma unidade de enzima penicilins awmidase significa & pro

ducao de um micromol de SAPA em um minute, pela incubacio de sn

. \ g . - . .
rima o PG{K) 2 4070 por 20 minutoes, came esta indicade ao  itew

583*55

3.3.7. Metodo da Hidrowilamina, segundo Bachelor 1106101

Preparvay a3 seguintes solugoes:

- Splucgdo Hidroxilsmina:Pessr 347.6 p de hidroxilamina MO

e completar a um litrvo em balie volumétvico.

~ Selucio Acetasto: Pesar 173 ¢ de hidrdxzido de sédio &

1

28,6 g de acetato de sodio ¢ dissolvé-les a um litro, em  halio

yolunétrico.

- &oluche Sulfate de Amonio Pérrice: Psszar 200 g de  sulfa

i

1o de amanic férrico & adiclonar 93,4 wl de scido

]
%

sulfuricn -

B

concentrado, transferiv e completar a um litre em baldo W L ame -

trico.

s

- Heapents Hidroxilamina: Preparar a sepuinte selucan, 50

i

na hora de fazer a anialise: aisturar solucdo de hidroxilamina
selucdo acetato e aleool erilico, nas proporcdes 17174, ver ifi

cay ¢ pH desta selugan, gues deve ser 7.0,

"
iy
o
i
{":‘:

Pm dois tubog de ensaio pipgtsm~zo 7wl de anostrs | da



f;

aquoss apos extragio de PG(EK) do ivem 3.3.5., ou outra amostra,.

No branco pipetam-se 0,25 ml de hidvdaido de sddin 5 ¥4, sesuide
apds 10 minutos por 0,25 wl de Gcide sulfiricn & H. No sutre -

la. Fmoamboas o

tube, o teste, pipetam-se 6,5 1 de agua destilad
tubos pipetam-se 6 wl de veagents hidroxilamina, 2 apds 10 wminu
tos, pipetam-se 7 ml da solugio de sulfate de amonio §f8rvrico. -

LEATE
¢

Apos 5 minutos ler no espectrofotimetro s absorbancias a 490 nm.

Com # curva padrao sstabelecida pars difersntes oonsentragoes -
de SAPA {de .3 wmp/ml a I mgfal}, obtem-se a concentyacis de

SAPA nz amostra.

2.3.8. Termentacdo Submersa

Colocaran-se 20 mi de melo de cultura ewm esstudo, om fras

cos Brileamsyer de 250 ml, devidamente fechades com tampies g
o £} o - e ) .
algodao, em autoclaves s 12170 por 15 winutos, Apos esteriliza-

cho, fer-se a inoculacdo com I ml da cultura em estuds, previa
resuspengac da wmassa celular de wm tubeo de Apar inclinedo, ajus

. .
tando-se pare ter uma concentragas de aproximsdamente 107 calu-

lgs por mililitro. Também z inoculaclo fol felta com uma alos
dependendo do sstudo 3 ser felte. Incubou-sz em agitador rotato

rio a 200 rpm na temperaturs de estudo. Posteviormente wediu-se

0

dade enszimatics cowo esta citade ne itewm 3.3.5.. @ mazza

e
t«‘?

a atlyi



celulary como no dtem 5.3.9. ¢ o pH.

3.%3.9, Determinacic da Masss Oeplulgy

Apos crescimente, 2 massa ceiular fol obtida por csntri-
fugagioe a 10,000 rpm por 10 minutos e, o precipitado obtido,foi

resuspenso em oagus destilada. Este procedimento fel ryepetido -
trés veres. As celulas assim lavadas, foram resuspensas am AZus

destilada no volume original, e foi medida a ahsorbincia & 860

.
Correlacioncu~-se também & medida de absorbancia com o peso séco
da massa oelular, secando-sg a suspensae da masse celular &

. ot Q - - i
estufa & vacue a 8070 por b a & horas.

[

3.%.10, Locaiizacio da FEnzima

Dom oz micreveaniswos produtores da peniciling anmidase,
inoscularam-se e incubsraw-se fyrascosz Erienmever, come esta des-
crito noe item 3.3, 8. Apds incubagdc, o meio de culturs fol cen-
ryifugado g 10.000 rpm por 15 minuwtos. A massa oslular fol lave
dg trés vezes com centrifugacic nas condicdes descritas, e re
SUSPBNEH ao wolwme original, Com a resuspensac da mzssa calu-
lar & o primeiro sobrenadante, mediuv-se a atividade enzimdtica~

como esta indicade no item X.3.5. ¢ verificeu-se se a atividads

da enzime estava na resuspenzio da massa celulay ou no primeiro



subvensdante.

3.%.11. Cinética de Fermentacho

Colocou~-se 28 ml de meio de culturs em sstuds, em frase
cos Eriemmever como estd indicado no item 3.3.8. Inoculou-sp com
wna suswensas de masssg celular do wmicrovpanisne em sstudo, 2 g
cads duaz horss forvam retivadoes deis frascos Eviemmevey para se
anglisar o atividade enzimftica {item 3.3.5.%, & massa celular-

[3.3.8.) & o pH.

Efeito da Asracan

IS
L3
el
"
P
A
L

Foram preparados frasces Erlemmever comn estd indicado-

ne item 30308, contendo 10, 20, 40, 80, 80 ¢ 1400 wl de meio de

culture de 13 de peptona, 8,%% de axirato de levedura, 2,15% de

ark

Eoido fenil acético. Foranm inoculados com o microvganismo om 8

3

tude, e incubados a 2370 em agitader votatdrio a 200 rpm. Reti~
raram-se 7 frascos Brlenmever de cada um, &g 18, 20 e 24 horas-
de incubacieo, medindo-zse s atividade enzimatica [3.3.58.7, massa
celulay {3.5.8) & pil.

" 3

’ - P p S + wa . - R - W , .
3.%5.1%, Efeive de Indutor Acide Penil Ac®tico po Inlgio da Ferpe

Propareram-se frascos Erienmeyer como ezxta indicade no

ttem X.35.8., conm omeic de oultuys de 1% de peptona, 0,51 de sxe

Lk
s



trato de levedura e diferentes concentracBes de dcido Fenil o
tico, tais como:r ©,85%, 0,10%, 0,153, O
inoculagio e incubacio a 159 pur 24 horas, com o wmicvorganismo
em estuce, fol analizada a atividade da peniciling amiduse |, -

" -

fitem 3.3.5.3, massa celular {3.3.9) e n¥,

3,3.14, Efeito do Acido Fenil Aceético a Diferentes Temngs

Forvam praparados frascos Erlemmever come estd indicado-
ne item 3.3.8., com melo de cultura., de 13 de peptona, 0,30% de
sxtrato de levedurz. Com ums solucio esteril
do fenil acético pHe=Y, foram adicionados and

rentes guantidades de AFA, a diferentes tempos. Apds 24 horvas -

%E
aM‘

de dincubagio a 200 wpm, & 2570, fol medids a atividade enzind

ci#, massa calular 2 o,

Influencia de Cations ns Producis de Pnz i1

L
*®
o

Prepararam~se Ifrvascos Erienmever come esta indiceade  no
ptem 3.3.8., contende 20 mililitros de meio

peptona, 0,5% de extrato de levedura, §,15%

SRgUintes Cations: Qaﬁiz§ QQQIE% ﬁm§$g$ Feﬂﬁﬁ,?f;*ﬂ,

Nalll, KU1 ¢ Zmalﬁﬁ pas concentragtes de 0,01

Vi mente,

Lad

23,16, Bfedto do pH Imicial na Producio de Enzima

Foram preparvados frascos Erlenmever como esta indicado-

1



no item %,3.8.. com meilo de gultura de 1% de peptona, £,5% de

extvern de levedura, 0,153 de APA, e ajustados os pHs a 400 587

it

G0 T B0 L,8.0e 100 Com Feddo sulfiricn § N ou hidroxide de s

dips 5 N. Inoculou-se com o microrganisme om estudo e incubou-se

N S % - _ .
B orem, & 2570, poy Z0 hores. Mediu-se @ ative

T dade enzind-

joni

tica, nassa celulay & pH

1,%.17, Bfeits da Tempprratura na Produgas da Bnzims

Foram preparados frasces Erlenmeyey Como esta indicado-
ne itew 3.3.8., com mein de culturz de 1Y de peptena, 0,5% de
extrata de levedpra, 0,15%% de ATFA, pHe7,0. Inoculou-se com o i

estude, & foram incubados as temperaiuras de -

[

CTGTFANISMD £m

gio, foram feitas as snalises de atividade enzimatics  { item

3.%.5.%, de crescimento de massa celular [ltem 3.3.8.1 & pH,

5.5,18. Meios de Cuitura

; . # . . u . o -
a) Meio minimor Usou~5€ COMe ASLO minimo: 13 » LHL PO,

.l . L] w i : £ it o ERR I PP 1 . (RO S S 3
oy { & {E\:H # } N HEY., 0,2 5 14 %‘f%ﬁ 50 TETH R Titrn de a A destiiade .

Wi
Z 47 4
previa neutralizacie a pH=7, com Na (OH} 5 © . @ para meio suii

do sdicionou~sze 15 g de Agar.

B} Meic Farele de Soia {F.5.0.) Farele de




durade {B.85.0.) passado por moinhe de wmartels e pensirado  « .

malha de 0.5 nw de difmetro, Lol wergulbado em agua nas pr

e ] 2

2 5 g de FO.U. em 100 wl de agun, ¢ nostericorments  fol

w7
W
L

uzadoe coms meilo de cultura.

£} Sohrenadante de Farelo de Seja {(S5.F.5.0.). O meio de

farelo de sola indicado no dtem 3.5.18bh, foi centrifugads 2}
F.000 rom por 10 minutos, ¢ o sobronsdante uszade como melo  de

cuitursy.

izade Alcalino de Farelo de Bota fHLALF.5.%.

Bt

o

fcyst
e
e
£

e
L

Dedixou-se em refluxe por 1 hora. 5% de farvelo de soiz desengor
durado em 0,29 de wna solugfo de hidrorids de sddio. seguida -~
de centrifugacdo a 3,000 rpm por 1D minuios @ o sobrenadante -
fol usado come meio de cultura apds ser peutralizads com acido

sptfirice 1 M.

e) Hidrolizade Enzimadtico de Favelo de SBoja (H.B.F.8.1,

£, - o k) {:} "y i - E o s s . . " e v e, ‘h...
Incubou-se woy 24 horvss 4 457C, 5% de favelo de sois om agva a

i

oi=6, cem 0,2% de enzing papeins { com velagio g F.5.0.3, se-
wida noy centrifugacio a 3.000 rpm pov 18 minutes: o sobrena-

shtido fol ousads como meio de culiura.

L
e



£y Sobrenadante Agua de Maverpacap de Milhe (5. A MMT.

Fy

P p o - - e . _— . . .
A agus de maceracio de milhe {da Relinagoes de Milho, de Mogi~

-n

Guacy’

3

~antrifugads a 5.000 ypw por 10 winutes ¢ o sobreng

)

P

fod

g

dante foil usado.

d
]

I

ot
&
Ty
-
L3
&
4
-

(H.A.I.P.5.%. O isolade protzice d
Proteinax 90 {elisborado pela SAMBRA S/AY foi DTNCESSAGO TORD O
4

B.&.0, indicado no item 3.3.1%.4.

hy Hidrolizado fnzimatice de Isalade Pryoteico de Boja.

0 isolado proteice de seia Protelimax 90, foi processado Comb ©

cado ne item 3.3.18.2.

el

F.EVDL ingd

i1 Hidrolizado Alcalino de Caseina, (H.ALC.Y. A casena

elaborada pela LECO fel processada Come o FLELD,, indicado no

item 3,3.1H.d4.

i} Hidrolizado Enzimatico de Csseinp (HUE.CL). A ca-

sgina foi processada como o FLU.D., indicade no item 3,353.18.e.

%3 Bxtrate de Levedura de Lahoratirio. Resuspendpram-

se 100 g de levedurs usads na pal nificacido, ep wm Litro de agua.

: : . O )
stado a §, ¢ manteve-se a 30 por 14 horas aprod:

U
e
pri
oy
Ok
fms
St

Lk
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madamente, sesuida por centrifugagidc s 10.000 rpm por 18 minu-

tas: o sobrenadante obtide, fol usado come meio de culturs.

1,%.18, BEfeite do od sobre z Atividade das Penicilina Amidase
Usando-se o processe indicade ao item 3.3.5.. ¥ -
cou-se o efeite do pH na atividade enzi CARG

ybstrate a penicilina G, em solugao fmsfato na Faixa de piH &0

a B,0, o tampio borato entye pH de 7.0 o 10,0

ividade da Penicilins

4.%.20. Infiufnoia da Temperaturas s

stividade de periciling

& imfiméncia da temperaturs na

o e e
i
i

amidase Foi verificads, usando-se o merods oltads no ltew 3,55

) N e @
pela incubagBa, as temperaturas eniye PARE VIR T 31 g VN

3.5, 71, Producan de DAPA

Frascos Brienmevey de 580 ml, contende 100 wi de meia-

de sxtrato de levedurs (,15%

Freid

de culrura de 1% de peptona, 0.5

i

s %

de Aeide Ffenil acético., foram innculades com Foooll FPEA 3D MG

g incubados 2 2390, a2 200 rpm, por 20 horvas, seguido por i
ml de agetato de butila, & continucu-se & igouhacdo por  mals

1% minutos,

Apds a incubagzv, @ massa celular foi abtida por centyifugagso



a 10.0060 rpm por 15 minutos, e sepuida de trés lavagens nas mes
mas condicdes, A massa colilar fol resuspendids 2 um volume dado,
para se obter a atividade por mililitrs deseiada.
Posteriorments adicionov-se PGIKY até ohter 3 concentragio em
estude, o incubou-se na temperatura am estnde, mantondo-sg  sob
sgitacio constante. U pH da resgao panieve-se sonstante em 8.9,
adicionando-se hidréxide de sddie 7 N, Usou-se o volume gasio

w

de hidroxido de s0dio 7 N com o temps de veagso, nara se obter-

6 &AFA produzide a diferentes tempos. Considersu~se a reagio -

b

rerminade se o nela howm pho existisse mudanga do pi, robitendo-se -
desta maneira a méxima conversae de GAPA produzids nestas  CoRe-

e

s de rezcis. Prosseguiu-se pesteriormente a recuperacas do

i

égg
HAPA,

;-.33

3.%.2%, Recunsracac do GAPA ¢ Crasvalizsgso

&pﬁﬁ sonversac maxims de POIEY om BAPA, como gt indis

&

cade no item 3.3.21., centrifugou-se 3 mistura de reasgao,

A

15,000 rpm por 15 minutos, rvecuperando~se as$3im a4 massa Celular

g

{que pode ser usada novamente, na produgao de GAPA, item Z.3.AL

pos centrifugache, ajustou-se no sobvenadapte o pHoa 2.0, <o
o ger . g N N - R ) . "
Aeide sulforico 5,0 N, & & PO{KY vesidusl g exirsida duas  ve-

ren, usando-se um veolume de acetato deo butila, pory volune o



reacdo, ApOs separacio da fase aquosa, ajustou-se esta a pi=7,0,

a

com hidrésxide de x8dio 5,0 N. Prosseguiu-se a concentragfe 2 v@
cuo em evaporador refative, a um guarts do velume original apre
ximadamente: em sepuida adicionou-se um volume de etanci. O pre
cipitade formado fol separado por centrifugacis a 5.000 rpm pov
15 minutos, e com o sobrenadants continusu-se a concentragio &
um quinte do volume original aproximadamente. Im zepguida aius -

tou~se o pH ao ponto izoeldtrico de 4,3, Deixou-se yoepousar A

temperatura de 5°C - 10°C por aproximadamente 17 horas.

i

Og cristais formados de 6APA foram rvecuperades por centvifuga
cho z 5.000 rpm por 15 minutos, o lavados com acetona. A seda -

; . - = S s I R
gem Toi feita ew estufa a vacue a 2070 por o noras.

3,3.2%, Inducic de Mutacfio com Mmetil-¥'-nitro-N-nitroguanidina

(MMNGY, sepundo o Matods de Adelbore (1985), modificado

4 partir de uma vultura de 24 horas, de um tubo de nulrients -
Agar de superficie inclinada, do microrganisme a ser tratado, -
prepararam-se 20 mililitros aproximadamente de uma suspensao de
massa celular e foi seguida de treés Javagens com centrifupacao~
a 10,006 rpm por 15 minutos. Resuspendeu-~se 2 massa celuler 2

P . - . Cws s
uma populacie de aproximadamente 10 mlcrorganismos poy milili-

tro. Pipetou-se um mililityro desta sugpenzao de massa celular a

Lok
s}



12 tubos de centrifugs préviamente esterilizades, e em seguida

pipstou~se em cada um dos tubes, tres wmililitros de uma solu -
cao contendo 4 miligrames poy wmililitre de MENG dissolvidos em
tampio citrato 0,2 M, pH=5,0, esterilizade por filtrogac Bm

memhrana de 0,272 microns.

& eada 10 minutos, centrifugaram-se I tubos a 10,000 rpm por
L minutos, ¢ forawm sepuidos de fres lavapens com centrifupagao
nas condicfes deseritas. Hesuspendeu-se 2 massa celular em 10

mililitros com Apua destilada. Com cada umz  das resuspensces-

de massa celular, fizeram-se diluictes sucessivas ¢ foram ino-
euladas em placas de petri contendo nutriente Agar, e inCuba -
das poy 24 horas a 3090, Apds 4 contagem do nfmero de sobrevi-
ventes, das placas corrvespondentes ao tempo no qual se Causou-
uma movtalidade de aproximadaments B9.9%, foram izoladas g
tyans¥feridas as colonias s tube de nutrientes Agay inclinado.

3.3,.84, Mutagao ultravigietls

Preparou-se uma suspensas de massa celular come esté -
indicado no item 3.3.23. Fm uma placa de petri esterilizads pi
petavem-se 20 mililitrvos desta suspensao, que fol exposta & it
em de uma luz ultravieleta de wma lampads de 15w. Cada 20 se-

gundos ate 100 sepundos, retirou-se 3 omilititro ¢ fer-se di-

luicho sucessiva, contagem e isolamentn, Como nsta indicado -

38
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4. RESULTADOS B DISCUSSAQ

$.1. Selscao de Microrgsaismos Produtores da Duzima Penicilina

=

De 670 microrganismos isvlados como esta indicado no item
%.3.1.. foi feits 2 snalise como esta indizade no item 3.3.3.,
estando o resultado da cromategrafia de camads delgade 3.5.4.,
para as substincias padries mostradas na Pigura 1. Desta forma
encontraram-se tres microrganismos produtorss da peniciling ami
dase. De 2% microrganismos de orvigen clinica, como esta inﬁicg
do np item 3.3.2., encontrou-se um produtor da penicilina ami-

dase.

Todos o8 microrganismos isclados produtores da penicilina ami-
dase, ndo apresentaram atividade da penicilinase, uma ver dque
ns wmicrorganismos produtorss da penicilinase, apresentan na
cromatografia de cameda delgada item 3.3.4., um produte da rea

s

céo com PGIK] o auido nenicinildics, de Re de 0,78, como 52 Do

de observar na Figura 2.

4.2. Taxonomis
A taxzonomia dos quatrvo microrganismos produtores da pend

cilina amidsse fol haseada ng oitava edicio do Manual Perpey-

40



de Taxonomia Eaat@ri@légi@ﬁ {1975, zendo ns resultados o s -

guintes:

4.%2.1. Linhagem 1:

a) Morfologia e GRAM

hastonete GRAM negativo

Bl Latalase +

s
L

£ galactosidase +
4y Gas de glicose +

g} {rescimento em KON -~

ok,

"} Reducio de nitrate +
g) Hidrolise de uréia -
kY Crescimento em citratos

v 181 -

oy

H?S g mel

Indole +

fut

LI
ot et ——

Arabinoss +

s

Sumarizande todos os dados citados acima, o diagnoéstico o Ynha-

gem foi feito como Escherichis Coll.

o

4.2.2, Linhagem 15:

2t Morfolopgis e GRAM

hastonete, GRAM pozitivoe



hY BEsporulado

¢y Facultative anaerobico

Dbor
o

i

PATnagom

nmarizande og dados clitados agima,

foi Beoillus Sp.

4.2.5%. }iﬁhaﬁﬁm i

W}

4% {atalase

amarela

ey DR erwnany b
w1 FRewman i

~ivados aoime, o diag

Sumarizando os dad

foi Corynehacteriuwm Su.

P

*

microns!, DS

e

Y Catalase positivo

o s

toa oda Li

Sumarizandn os dados acina eitades, ©
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foi microcovcus Sp.

taxonomin da Vinthsgem 1, foi confirmads nele Yers

A
Cruz de Campinas.

4.3, Localizacho dz Fazima

Farendo~se o patudo da tocalizagan da e

dicade no dtem 3,3.10., constatou-se gire on 4

produtorves da peniciiina amidase, fazen-no on Forms intrace iulsr,

e 'a . - . PR, .
Foram usados como possiveis indutores da penicilina amida
ge, acido fenil avétice, fenilacetilanida, fenilacerata de et
ia & i~fepiiacstato~d-palmitato de glicerel. Constatou-se gue

Be e ooy a2 v ) I D A e s
suments o avico fendil svdiico induz 3 nradugio dests eanzina,

inocularam-se os microrganismes isolades  produtoves  da T

niciling amidase, B,coli FEA 30, Baciltus S0, FEA L, Coryng

hacteariom Sp. FEA 32, o Micrococeus Gp. FEA 3%, wnos condd -

¢Oes descritas no item 5.3.13. Os resultsdos  obtidos  estin

mostrados na Figura 3. Pode-se obhservar que 0 micvarganismo

it

que apresenta  medior producds de enzima (303,50 & ¥, golie

.

FEA 30, seguida por Baciilus Sp. FEA 31, Micrococous Sp. FRA

33, & Lorvnsbacterivm Sp. FEA 27, 0 nivel de scido fenil sodti



co pard maxime indocho da enzima, assim como o efeite do mesmo,
variagm em cada microvrganismo. Constatou-se gue B.coeli FEA 30,
precisa de 0,15% de AFA para se obter maxima induclo, aumentan-
do a producie de snzima em 7 vezes: para o Baciilus 8n. FEA 31,

necessaric 0,05% de ATA aumentande a enzima em uma ver; para

[4-0Y

o Micrncoccus Sp. FEA 33, € necsssavio 0,30% de AFA, sumentands
a enzima em & vezes; para o Corynebacterium Sp. FEA II se preci
sa 0,054 de AFA, povém aumenta a producdo da enzima somente 0,5

Ve2Les.

Sendo portanto, # enzima penicilina swmidase ng E.coll FEA 30 e
W

Micrococcus Sp. FEA 33 induzivel,e parcialmpente induzivel T

Bacillus Sp. FEA 31 e Corynebacterium Sp. 32.

4.5, Efeito do Froido Fenil Acético, Adicionado 4 Diferentes Tem

2Oz

Foram preparados frascos Brlenmeyer como estd indicado wno
jtem 3.3%.14., com meio de cultura de 1% de peptona, 0.5% de ex
trate de levedurs, e diferentes guantidades de seido fenil ace-
tico adicionadeos a diferentes tempos. Os frascos Erlenmever fo-
ram inoculados com E.coli FEA 30, e apds 20 horas de incubagao-
forsm medidos: atividade enzimdtica fitem 2.3.%.), massa celu ~
lar fitem 3.3.9.3 e pH, estando os vosultados apresentados no

Quadro n¥ 1. Pelos resultados obtides, o Geids fenil acético ég

A4



ve  ser adicionado em partes de 0,05% apds duas, quatro e oite
horas de incubacds, aumentando assim a prodogac de enzima  em
nove veres, contra sete, guando se adiciona 0,15% de dcido fe-
nil acétice ne infcio da Ffermentacle. O fcide fenil acetice -
gquando adicionado apds 8 horas de incubagio aumenta a produgio
da enzima em uma vez, © apos 12 horas auments em 88 wmeiz  vez,
guands comparado com a adicide de Acide fenil acético no inicic

a fermentagio.

4.6. Efsito do nll na Atividade de Penicilina Amidase

Foi feito o estudeo do efeito do pH np atividade da penici
lina amidase intracelular da £.coli FEA 30, pelo mftodo citado
no item 3.3.19., estando os rvesultados na Figura 4. Constatou-

se que o pH Gtimo da enzima estd entre 8.0 & 8,5,

4.7, Temperatura Otima na Atividade de Penicilina Amidase

Foi feito o estude da temperatura otima da atividade da

enicilina amidaze intracelular da B.coli FBA 30, pelo metodo-

]

*

descrito no item 3.3.20., estando os resultados mostrados na
Figura 5. Constatou-se gue 3 temperaturs otima fol de 407( . sen
do gue a 50°C, apresentou sdmente 10% da atividade mixima, pe-

1o gue esta enzima & termolabil.
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4.4, Cindtica de Rencho de Penlciling Amidase

A& arividade dz penicilina amidasze intyaceinlsr de Buocoll~

i‘?

T
1]
]

FEA 30, foi examinada pelo metodo descrite ne item 3.3.5.,usan

do~se virias concentragfes de PGIEY. © walor da constante  de
Michaelis (xm), fol calculade a partiy da Filgura n¥ 6. sends o

valor ohtido 37 % 107°M, ¢ Ym foi de } wiol/ain/ml.

4.9, Influbneia do Meio de Cultura ne Produgac de Enzima e

B, oenld FEA IO

Hseu-se cone neio de cultura na produgas da penjcilina -
amidase, difersntes concentragbes de peptona, extrato de leve-
durs, extrate de carne e glicose. Fez-se & formentacao submer-

sa com F.coli FBEA 30, como esta indicado no item 3.3.5., e ang

Tisou~se a atividade da enzima Ccomo este dicade no itemw 5.AL,
wasss celular come estd indicado no itewm 3.5.0. & pl 20

horss de incubagao.

e vesultados abtidos estde no Duadre 2. Copstatou-se que o Bg
Thor wmeio de cultura € o n?% 13, constituldo de 1% de pepiona
2,54 de sxtrato de levedura, f,15% de AFA, pll Inlcial antes de

sutociavagem 7,0,

Pela produgdo de enzimag ao meihor meio de cultura {n¥ 13}, con
tends diferentes concentracoes de glicese tals coms ¥,5%, 13 ¢



2%, constatou-s5¢ & repressae da glicese na sintese da enzima.Es

EY
ta repressio nao foi devida & gueda do pH, ia que os meios gue
contém glicose foram tamponados tamhém en pi=?, mostrando ainda

assim baixa atividade de penicilina amidase.

Nakadn e Magasgnik (1964} rvelatarasm & repressac 4a sintess de
enzimas induziveis pela glicose sendo sste efeito conhecldo co-
mo reprsssae catabflita ou efeite do glicose. Aparentemente  ©
spduter estimula 2 sintese de RNA mensageiro, sendo sste muito
instavel, ¢ ws catabdlitos da glicoss ou a4 wmeswa, apresentam O

o
kS
A

sfpita contrario, inibindo a sintese de BNA mensagelro.

Crombruggh et al {1969} relataram oue & glicose abaixa © nivel-
de AMP~-ciclico nas celulas de E.coli e ao adicionay este Compos
to no meio de cultura gque contém plicose, a repressao pela gli-

cose na sintese de alpumas enzimas, tais como:p galactosidase ,

fih

triptofanase, D-serina de aminase, g vemovide, Pelo aue se oy
gque o AMP-ciclico regula a sintese de alpumas enTimas induzi -

veis,

Azsim, possivelments a repressio da glicose, na sintese da peo-
niciltina amidaze, 4 um efeits semelhante a ouivras onzimas indu
ziveis. Sende aque o efeito de repressao pela glicose & maior -

que o efeito do indutor dcido fenil acetico.
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Em meio minimo {3.3.1%a) o produgas da peniciline amidase  nao

foi derectavel.

4,10, Efeito do pH Inicial na Producio de BEnzima

Poram preparades frascos Erlenmever oomo estd ¢itade i3

o

item 3.32.16, com meios de cultura de 1% de peptona, 0,5% de ex-

trato de levedura, 0,15%% de AFA, a diferentes pH indcial, e ino
culades com B.coli FBA 30, Os resultados sstao mostrados 134

Quadro n¥ 3.

Constatou-se gue no pH inicial de 4,0 ¢ 18,0, 2 H.coli FEA 30 -
nio apresentou crescimento, sendo que a maxima produgio da enzi
ma foi obtida em pH 7,0, Em pH 6,0 e 8.0 apresentou H0% e 85% -

da sua producio maxima, rvespectivamente.

4.11. Bfeito da Aerscao ma Producac da Enzima

Foram preparados frascos Brlenmever contende diferentes -
volumes de meio de cultura como esta indicade no item 5.3.12, e
foram inoculados com B.coli FEA 30, zstando os resultados ne

Guadre n¥ 4.
Constaton-s5e que o aumento de volume do meio de culturs  entre-
20 ¢ 60 ml nos frascos Hrlenmever de 250 ml, nio tem efeito na

atividade da enzima, e na producdc de massa celular, obhtendo-se
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Pee

a maxima stividade e produgio de massa celular as 20 horas  de
incubacio. Com um wolume de 80 e 100 ml a avividade do enzima-
diminui para 80% e 60% vespectivamenie. Porem chtem-se o mesma

sroducio de massa celular 3s 24 horas de incubagas.

4,12. Influencia de Cation na Produgac de Enzima

Foram preparades frascos Erlemnmeyer Como esta citado no

4

jtem 3.3.15 e tnoculados com Foecoli FEA 30, contendo Aiferantes

cations, estando os resultados apreseniados no Quadro n¥ 5.

Dos cations estudados, ﬁaC}2§ Nall, KOl mnio apresentaram influ
Sncia ma atividade enzimatica da penicilina amidase, ¢ Ceﬁi? .
(Fe),{50,] 4. M SD, e 2,815, inibiram o crescimento de B.coli @
concentracio de 0,01 molar. A concentragie de 0.001 molsy. ape
sentaram crescimento, mas a produgdc da enzima fol 50%, 70%
80% e 50% de atividade velativa guando comparada com o meio de
control sem catioms. U [ul0, apresentou uma atividade de 303
e 80%, & concentracio de .01 molar e de 0.0081 molar respecii-

i

vamente. O Mgﬁﬁé apresentoun 60% ¢ 205 atividade relativa 4

(9
Las

i

concentracio de 0.01 molar e 0.001 wmolar, respeciivaments.

4,13, Inducio de Mutscio de E.coli FEA 30 com MHNG

fei feita a mutacic de E.coli FEA 39, coms esta descrite

no item %.3.2%. O atmero de microrganismos scbrevivenies com o

4%



tempo de exposicdc em MNNG, & mostrade 3 Figura n% 7. Ohteve-se
uma mortalidade de 99,9% antre ns tempos de 40 e 50 minutos da

exposicio,

Isolaram~se das placas correspondentes a 50 minutos de eApOsy -
cdo, 800 linhagens. Com estas 800 linhagens, foi feits fermentg
¢dn submersa como estd citado no item 3.3.8 a 25°C. Usou-se -
meic de cultura 1% de peptona, U,5% de extrato de levedura,d, 15
de dcido fenil acético, e foi feita 2 anilise da atividade coma
estd descrito no item 3.3.5.Dentre estas 860 linhagens, encon -
trou~se uma linhagem BE.coli FREA 30 M1, que produziu 100% a mais
de enzima que a linhagem selvagem. E.coli FEA 30, como estd n6s
trado na Fipgora n® 17 ¢ Tabela n% 7 . Dentre as 800 tinhagens,
82 nio cresceram em meio minimo {item 3.3.18a), apresentando g
das menor atividade enzimitica de penicilina amidase que g sel-
vagem, o Z0 foram ﬁ.galattasidase negativa guande testadas  en
meio EMB Agar, apresentando tambom todos estes microrganisnos -
menoy atividade que a selvagem. Esta Iinhagem wutante F.coli -
FEA 30 MQL, quando inoculada em mei@ minimo {item 3.3.1%a) nio
apresenta divisac celular, c¢rescendo em forma £ilamentosa {Figu
ra n® 8}, e nao apresentandeo atividade de gnzima peniciling ami

dase neste neio minimo.

Ueda {1970): os agentes mutagénicos quimices agem modificande -
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as baszes do DHA, assim: 0 ﬁﬁﬁz,-tranﬁfﬁrmm a adenina em hipo -
wantina, & guanina em Xantina, e a4 citosina em uvacila. A hi -
droxilamina veape especificamente com citosina. O MNNG age me-
tilands as bases nitrogenadss.Na indistria.os agentes mutageni-

cos mais empregados sao: irradiagio ultravioleta e MNNG,

4.14. Algumas Propriedades de E.coli PEA 30 MO

A linhagem F.coli FEA 30 MQL:

a) CQuando inoculada em nutriente Agar € jncubada a 42°¢C, apry
senta divisio celular.

b) Quando inoculada em melo minimo {item 3.3.18a} ﬁ“iﬁCﬁhad& a
25%  130Y0 ¢ 379¢. nic apresenta divisao celular, crescendo
en forma filamentosa.

¢} Quando inoculada em melo minimoe {item 3.3.18a) ¢ incubada a
427¢. nfo apresentz crescimento.

d) Quando incculada em meio mipimo (item 3.3.18a) contendo 100
wgfml  de adenina, citosina, guanidina e timina, cada uma
spparvadamente, e com & mistura das quatre bases, nao apre -
senta divisan celular, quando incubadas @ 379¢.

¢] Quando incculada em meic minimo (item %.%3.18a) contendo 1%
de peptona ¢ incubadas @ 379, nAe apresentsa divisap celular.

£y Quando inoculada em meio mivime {item 3.3.18a) modificado -

w3
FUE, aAnTe-

contendo somente 0.10% de foefate, o incubado a 3

spnita diviszo gelular.



g1 Quande inoculada em melo nutriente Agar, contendo cloveto de
sodic entre 3% e 5%, ndo apresenta divisae celular.

h) Quando inocculada em melo nutriente Agay contendo glicose en-
tre 10% e 15%, ndo apresenta divisao celular.

i} Quando inecculada em meio de 1% de peptona e incubada a 379,
&gr&éenta divisao celular.

i) Foram replicadas 7 vezes consecutivas em tubo de Agar incli-
nado de meio minimo {item 3.3.18s) o incubadas 2 379 por 24
herse e sempre manteve a forma filamentosa de crescimento. A
oitava replicacdc foi feita em nutviente Agar, voltando 2
ter novamente divisic celular, e mais uvma vez foi inoculada-

em meio minime, veltande & ndo apresentar divisan celular.

Algumas linhagens mutantes de E.coli foram relatadss cowo sendo
sensiveis & altas temperaturss de incubagio. Nao apresentando ~
divisas ceiular.e crescendo em forma filamentosa guando incuba-
da a 429C, sende gue mudando a temperatura de incubagdc  para-
1590, estes voltam a apresentar divisio celular. Khachatourians
et al {1973) relatavam gue um mutanie termosensivel, que cresce
em formz filamentoss 2 temperstura de incubagao de 42%¢, ao mu-
dar a temperatura para 30°C, nic precisa de nova sintese de pro
teina, para ter divisio celular. Matthien ¢ Hirota {1973} rels-

taram as caracteristicas de trés tipos de mutantes termosensi -~

= - w ur Pl
veis : al o3 que precisam de sintese de nova proleina; Bl oos que
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nae previsam de nova sinstese de proteinag; ¢} os que em nenhu-
ma condichAn ndo apresentam divisac celular, ao mudar a tempera
tura de incubagao de 42°C para 369, A sintese de DNA foi nor-
mal a 42°C. GQuande 1% de NaCl ¢ adicionsdo ne meicv de cultura,

. . . N —
e a incubacio & feita a 42 C, ocorre divisao celular.

Smith et al {(19274) relataram que & sintese de DNA & temperatu~
ra de incubacao de 42%C foi normal, em tres mutantes de E.coli
ks » “ -
rprmosensiveis. mas ac mudar a temperatura de incubagao para -
36%C, na presenca de clovanfenicel, wm apresentou divisao celu

lar e dois apresentaram lise .

Santos & Almeida (1974) relataram a recuperagdce da divisao ce-
iular, de um mutante termosensivel guando incubado 5 42% @
as  adicionar adenina no meio de culturs, mas adicionando-se -
tambem guanidina e citosina, a protecao pela adenina & perdida,

crescendo novamente em forma f£ilamentosa,

Masamune (1975} relatou que pelo menoss uma proteina da membra~-
na celular esta em MEROT concentTacko na mutante termosensivel,
quando incubada a 429C e comparade com a selvagem. Ao adicio-
nar 0,5% de NaCl no melo de cultura, e incubando na femperatu-

ra de azﬁs, pata mutante apresentsa divisan celular.



Porém & mutante de B.coli produtora de peniciling amiduase. aprg
sentou divisio celular 3 47°%0 em meio notrisnte Agav, mas &1
meio minimo contendo 1,5% de fosfato: nic apresentou divisau <@
iular entre & faixa de temperatura de 25%¢ o 377C. Portanto es-
ta wmutante o hastante diferente das QUTTRS ia relatadas, aue

- f e : S 4
nfio apresentaram divisao celular a 4270,

A mutacBo gue CBUSA A DAD divisioc celular a temperatura de inoy
TP s 9 o o . ;
bagBe de 4270, parsce sey gue nao © umd mutagae pontusl noe DNAL

pelo que esta acompanhado de varias modificactes np mecanisno-

4.15. Meios de Cultura para Fing Industriails

i

Gepu-se come possiveis meios de cultura na produgao da pe
nicilina amidzse poy B.coli FEA 30 MOL, & givel industrial. di-
faventes concentracoes de Farele de Soja Bosengordurade (FBD .
item 3.3%,.18%, extrato de levedura (ELL, item 3.5%.18%, soehrena-
dante Tarels de sojs desengordurado (SPSD, 1ter 3,5.0108Y, hidro
1izado fcido de fareln de sojs desengordurade { HAPSD, dtem -

%,%.18 0, hidrelizado enz imatico de fareslo de sola desengovdu-

W
1

vado (HEFSD, item 3.3.18), hidrolizads geide de caseina

tvem 3.3%.18 hidrolizade enzimitice de caseina [HEC, item 3.304

hidrynlizade acide de isolado proteico de saja {(HAIPH,

nidrnlizado enzimitico de isclade proteico de



%,3,18 agua de maceracio de milho (AMM, item 3,3.18) sohronadante

de Agus de maceracie de milho (SAMM, item 5.3.18}.

. . o~ €t P .
Fpy-se fermentacdo submersa a 2570, como esta indicade no iten
F.3.8,, & analiscu-ss 2 atividade dz enzimg como ssta indicado -

neg item 3.3.5%,

Setande os resultados no Quadre n® 6, apresentou o nelo de culiy
va n® 4 de 2% de FSD, 1% de ELL, 0,159 de acido fenil arétice .
o de atividade relativa quande comparado COm ¢ meio de oultu-

ra control (1% de peptona, 0,5% de extrato de levedura da Difco.

[¢hY

0.15% acido fenil acético), e 6 meio de cultura n® 12, de 2% -
grsn, 1% BLL, ©8,15% AFA, apresenton 57% de atividade relativa |
tendo por conseguinte. o meio de cultura n¥ 4 ¢ 12, possibilida-

des de serem usszdos como meio industrial.

4.16. Influencia do Acido Fenil Aeotico na Linhagem de B.coli

FEA 30 MQL

Foi fesito o egtudﬁ.d& infludncia de scido fenil acatico no
infcio da fermentacio como esté iandicade no item 3.3.13, para 4
linhagen E.coli FEA 30 MGL. Fstando s resultados mestrados na
Figura 9. O miximo de indugdo foi entre §,15% e 0,205 de  AFA
phtendo~se assim 15 vezes mais produgde de enzima do que Semw igpe

dutor, sendo gue concentracoes maiores que 0,20% farem diminuir-

£
f,,f‘,



a2 atividade enzimitica.

4,17, Cindétics de Permentacdo, pava P.oold FEA 30 e B.oooli  FEA

30 801, & Difeventes Temperaturas

-

ot feite o estude de cinética de fermentagio, como asta -
descrito noe item 3.3.11, com B.coli FEA 30 e H.coli FEA 30 MOL

de peptona, 0,5% de extrato de levedu -

P

am meic de culturs de 1
ra, 0,15%% de Acide fenil aceétice, pH=7,0. As temperaturas de in-
cubacao foran 1090, 2700 2500 230C estando o3 resultados mostrados
nas Figuras n® 10, 11, 12, 13, e ne fuadre n® 7. Da Figura a¥-
12, ohserva-se gue 2 producio de encima acompanha Gevrascimenton
de massa celular.pelo gque a produgfio de eunzima estd associada @
producide de nova massa celulay. Was Figuras n® 10, 11, 12 e 13,
constatou~se que 3 maior tewperatura de incubagao, menor & a
predu@éé de enzima, assim, 3 30°C tante E.coli FBA 30 como H.co-
13 FEA 30 MOl aprssentam a mesma atividade enzimatica de 4,2 uni
dades por mililitro] %5 27°0 de incubscio a B.coll selvages g mu-
tantes apresentaram uma atividade de 0,3 ¢ 0.4 unidades por mill
Litroe vespectivamente. % 259 4 avividade foi de 9,4 ¢ 2,8 unida
des por mililitro, ou seja 100% & mals de nroducio pela mutante;
A8

o a 2370 4 stividade foi de 0,7 ¢ 0.9 unidades por mililitro pa~

ra a selvagem e mutante respectivamente.

Do Quadre n® 7, se constata que a maioy produgio de pepiciling -



amidase por mililitro do nmutanie, <om regspeite a selvagen entre
n}w{}a r_?a;s - " : o 3 . : g §
23% o 27Y¢, nin se deve a uma maior produgno de masza celular,

mas @ wma maiocr producde de enzima por miligramo de massa Cela-

5o L3

tar. Assim, & 25V, temos uma atividade enzimatica de 0,19 uni-
dades por miligramo de massa celulsr para a linhagem mutante
e 0,00 unidades por miligremo pava a selvagem, ou seta 1109 a

mais gue a selvagenm.

4.18., Inducho de Mutacdo com MMNG de E.cold FEA 30 MDY

7h

Foi feita a inducio de mutagio de E.celi FEA 30 MQL como-
ests descrito mo item 3.3.23. Foram isoladas 1.000 linhagens
das placas correspondentes a 50 minutos de exposicac em MNRG
Com estas 1.000 linhagens fol felita a fermentacao submersa COme
o

peth indicado no item 3,5.8, a 2570, Usou~se meio de cultura de

1% de peptona, 0,5% de prtrato de levedurs e 0,15% de Acido fe-
ail meético. A andlise dp atividade foi felta vomn esta indica~
do no item 3.3.5. Dentre estas 1.000 linhagens, foi encontrada-
uma, 2 E.coli FEA 30 MQ2Z, gque apresentou 170% a mais de ativida-
de que E,coli FEA 30, Esta mutante FL.eold FRBA A0 MOZ, guande -

ingculada em meio minime (3.3.18a) nac apresentou divisao celu-

1ay, vrescendo em forma filamentosa.

Dentre estas 1,000 linhagens, 150 nio cresceram em meio wminimw,

o 20 fovam 8 satactsidise negativa, spresentando todas estas mutan



tes menor stividade gue E.coll FBA 30 HUL.

Com wsta penicilina amidase intvacelular de D.colld

M2, foram estudadas a temperatura g pd Atimo, aszsim como a Cong

tante Km de Michaslis. Constatou-se gque seus valorves

mos pars a penicilina amidase intracsiuiay da iinhag

4.19, Isnlamento de mutante de E.cold FEA A0, gue ¢rexdo

ma Filomentosa

Foi feits a inducie de mutagde de H.colil FEA 30 como estd
descrito no item 3.3.23, mas a uputagem fol Yeita ew placas de
petri contendo meio minime [3.3.18a) « v ryanstersncia das colo-
nias foi feits a tubos de meio minimo {(3.3.18sz). Com cada uwpa -
des 950 linhagens assin iseladas corvespondentes a 50 minutos de
gaposicio em MNNG, fol feita 2 coloracde de GRAM, ¢ observadas
no microscopic, na busca de HDocoll PEA 0 wutante qus cresel om
Forms £ilamentosa. Por este métode foram encontradas duas Tinhm-

gens, gue crescem enm forma Filamentosa; F.cotl FEA 30 MOZ o MO4.

Foi feits s fermentachc submersa coms esta indicade no item 5345
5 7590, tsou-se meio de culturs de 1% de peptona, nonY de extra-
to de levedurz e 0,15% de Arido fenil acétion,. Desta maneits a
B oeali FEA 30 MQ3 e MO4, apresentaram B0% o 60% de atividade :a

mais gue H.coli FEA 30,

B8



4.20. Inducdo de wutacaoe vom raies de UV, de E.opii ¥

bl

foi feita a mutacie de E.coll FEA 20, como psta descrito

correspondentes a 40

ao item 5.3.24. Foram isoladas das pisc

seguades de exposigio com luz ultvavielets, 1,600 linhage

foi feoita fermentacan com Cada umg, COmO esta citado no itewm -

e

-y . y 5% . . -
%,%.8, A4 25°C, Usousse melo de culturs de 1% de peptona, D0

do extrato de levedura, 11,15% de acido fenil acetico ¢ ol fei

+n a andlise de stividade come estd descrite no item J.3.5.0ex
tre as linhagens analisadas nio fol encontyads nenbumanuiante-
pue apressnie malior producas de enzime que a soivagen, wWns fo-
ram encontradss 71 que npdo cresceram em melo minima{iten 3.3.18%),
e 18 que apresentaram & palactosidase negativa, quando incouls
das em meio EMB Agar.

u

Heda f1970) relatou que & ECAC mutagenica por irrvadiagae wltra

violeta, & devida & forte sbsorgao do ONA @ 260 wm, que levs &

upa dimerizacio de duss timinas adjacentes, de duasn oilosinas-
de timipa-citosiua.
4,81, Producio de OAPA
A producdo de GAPA fol feita pare diferventes conconlra

ches de penicilina G{K} e diferentes femporaturss de ipcubg -~

fpito da Concentracan de PLLKG

3
i

"
-
+




A produche de 6APA foi felty vomo pssta indicads no itenm
5.%.21, sjustando-se @ avividade enzimatica a 0,83 #/ml o dite -

rentes concentractes de penicilinag 6(K) foram usadas, tals ooRo

104, 7% e 5%, estando os resultades mestrados ns Figurs o 14 .
Ohteve-sp uma conversio de 63%, 0% e 954, , A%

20 hovas de incubagio. Sendo por conseguinte o Concentys 1 R0 e

2% de PO(KY. a mais adequada, nas condicnes experimnen’
produgio de BGAPA.

hy Efeite da Tempsratura

A producio de GAPA fni feita como estd indicado no item

3 0%.71 giustando-se g atividads pnzimatics a 0,83 /el, ¢ & oon
* ad ; St

LT

1K) foi ajustada a 7%. A incubagao fol feita  as

A

=

centracio de
. . S g e 1 g G s ;r r{j - A . I - P - R TR G .

temporaturas de 4070, £ e 3070, estande os resuliados mosira-
dos na Figura n? 15, phtendo-se ums conversdo dp 90%, 773 ¢ 634,

respectivemente as 20 hovas de incubacio, sendo por

o G e 4
a2 femperatura a 4070, 8 mais adequadsa na produgso

Esta peniciling amidase intracelulay de ¥.oold FEA 30 ML com

3

alts atividade, facilita a predugio de BAPA, Mao sendo necessa-

via a purificagic da penicilina amidase.

Peloy resultados obtidos, acreditamos gue zeja pussi

1

zacio desta enzime, na produgdo de HAPA en grands pscala.

shm
et
o
Foeak



4,27, Recuperacio ¢ Cristalizacgdo de HAPA

A TeRCupeTAaCAD B cristalizacio de GAPA fol feita come esta
descrito no item 5.3.27, apbs 2 produgao de OGAPA como esth dese
crito no item 3.3.21, usando-se 0,830 /ml de atividade enziméti
ca, 7% de PG{X) ¢ temperatura de incubacio de 407¢. Nestas con-
dicdes, a recuperagidc do 6APA produzide foi de 70%, ou sela, um
recuperacis total de 635, <om respeilo 20 possivel teorico. Ese

tando oz cristais de SAPA mestrados na Figura n¥ 16,

4.23%. Puvezz do 6APA Obiido

0 GAVA que foi produzide como esta no lten L3022, fol -
examinado peloc metode de hidroxilaming e comparade com SAPA obti

do da Zizma, abtendn-se assim uma purecza de 04,



CONCLUSDES

De HU5 microrganismos isolades, foram encontrados o8 seguin-
res microrganismos produtores da peniciling amidase: wm  Ha-
ciliusg sp, um Corynebacterium sp, uma Boooll o um Microooomus
sp. Em todos estes microrganismes a producip da peniciling -
amidase & intracelular, sende o #cido fenil acético, indutor

na producie da mesma. O maior produtor da peniciling anidase.

foi » linhagem E.coli, denominada E.coll FEA 30.

Fni felta z inducls de mutagio com N-metil-H'-Nitro-H-Hitro-
puaniding para E.eoli FEA 30, ¢ foram encontradas duas mutaen
tes com alta atividade da penicilina smidase, 8 E.coll FEA -
MOL, e MQI, as guais apresentaram 100% e 120% a mais de pro-

ducio da mesma, pue a selvagem, # Towperatura de inoubacio -
de 25°C. Bstas duss mutantes nao apresentaran divisdo celuy ~
iar. crescendo om forma filamentosa, auando inoculsda 1

k:l
meio MmIRimo.
Foi fepita a inducio de watacio da B.ooli FEA 30, Con TAions -~
o = e E - il o - e " 2 =
aitravicietas.Nas condicBes efetundas ndo fol possivel on -
contrar mutantes hiperprodutives da penicilina amidase, ain-

da que foram encontradas mutantes auxdtrofos e g galactosida



4&

se negativa.

o

A stividade da penicilina amidase dntraceliuvlar da I.coil PEA

A - s o4 o it - -
apresentou temparatura olima de 4070, e pif otimo entre 8,8 &

8.5,

Estudou-se @ cinétice da rveagde da pepicilina amid intra-
celuplar da B.coli FEA, e constatou-se gque a constante Kmo de
Mickaesiis foi 37 mi/min/ml e Vaax de Lumol/win/wl.

]

O melhor meio de cultura na producdo da penicilina awmidase -

o

sor B.ecoli FEA, foi: 1% de peptona, 0,5) de extirsta de jeve-
Pt

dura, 0,153% de dcido fenil acético, pH inicial antes de auty
clavagen 7. Sendo um meio de cultura com possibilidades de

ser psado a nivel industrial: 7% de favele de sola desengor-
durado, 1% de extrato preparade pelan autolise de levedura da

fleischmann, 0,15% de acido fenmil acético, com pH imicial de

7, antes da autociavagen.

A methor temperaturs de incubagdo na produglo da penicilina-

amidase, com as linhagens de B.coli PFEA fol de 2370,

Com uma suspensio de massa celular de P.oooli FEA 30 MOL ajug

tada a 0.83 unidades da peniciling amidase, uscu-se 7% de pg

&3



= oo 3 | % E a o T 0 £
niciling G, abtendo~se em 20 horas de incubageo a 4070, uma con
versdn de 90%. ApGs rocuperagko e cristalizacde foi obtido  70%

do BAPA nroduzido.
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Figura 2 Fotografia da cromatografia de camada delgada ,

mostrande alguns microrganismos produtores da

enzima penicilinase.

A = 6APA; 1, 4, sao linhagens que apresentaram alta produ-
¢ao da penicilinase e a linhagem 10 apresentou-
baixa atividade de penicilinase;

+ = Acido penicinildico
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Figura 4. Efeito do pH pna atividade da penici

amidase de Booald FREA RO,
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