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RESUMO

A agua ¢ um recurso natural, finito, vulneravel e indispensavel a vida. Entretanto, a presenca
de substancias quimicas no ambiente aquatico tem sido cada vez mais frequente, inclusive em
aguas para o abastecimento publico e industrial, sugerindo risco iminente a saude humana e
ambiental. Dentre as substincias quimicas mais incidentes no ambiente aquatico estdo os
farmacos, dentre eles os antibioticos beta-lactamicos, a classe de antibidticos mais prescrita e
com mais indicagdes clinicas, tal qual a amoxicilina. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar as variaveis que influenciam a hidrolise da amoxicilina via rota enzimatica e a sua
cinética. Para isso, foi utilizado um planejamento composto central, em que foram analisadas
as variaveis: concentracdo inicial de amoxicilina, temperatura ¢ pH na hidrolise do
antibidtico. A faixa de valores das varidveis estudadas foi de 0,16 a 1,84 (% p/v) para a
concentracdo inicial de amoxicilina; 26 a 49 °C; e pH 5,32 a 8,68. Para analise cinética, o
método numérico de Levenberg-Marquardt foi utilizado para estimar os valores 6timos dos
parametros cinéticos da equagdo de Michaelis-Menten, a fim de ajustd-la aos dados
experimentais. Contudo, a concentracdo inicial de substrato foi a varidvel que mais
influenciou a hidrélise da amoxicilina, seguida da temperatura e pH quadraticos. Ademais, a
maxima atividade da PGA foi observada em valores intermediarios de temperatura e pH, 38
°C e 7,0 respectivamente. Por fim, o modelo de Michaelis-Menten representou bem a cinética
da reagdo, cujos valores dos parametros obtidos indicaram uma boa afinidade da enzima pela
amoxicilina.

Palavras-chave: Beta-lactamicos; Michaelis-Menten; Acido 6-aminopenicilanico.



ABSTRACT

Water is a natural, finite, vulnerable and indispensable resource for life. However, the
presence of chemical substances in the aquatic environment has been increasingly frequent,
including in water for public and industrial supply, suggesting an imminent risk to human and
environmental health. Among the most common chemical substances in the aquatic
environment are pharmaceuticals, including beta-lactam antibiotics, the most prescribed class
of antibiotics with the most clinical indications, such as amoxicillin. Therefore, the objective
of this work was to evaluate the variables that influence the enzymatic hydrolysis of
amoxicillin and its kinetics. For this, a central composite planning was used, in which the
variables were analyzed: initial concentration of amoxicillin, temperature and pH in the
hydrolysis of the antibiotic. The range of values of the variables studied was 0.16 to 1.84 (%
w/v) for the initial concentration of amoxicillin; 26 to 49 °C; and pH 5.32 to 8.68. For kinetic
analysis, the Levenberg-Marquardt numerical method was used to estimate the optimal values
of the kinetic parameters of the Michaelis-Menten equation, in order to adjust it to the
experimental data. However, the initial substrate concentration was the variable that most
influenced the hydrolysis of amoxicillin, and also the quadratic temperature and pH.
Furthermore, the maximum PGA activity was observed at intermediate values of temperature
and pH, 38 °C and 7.0 respectively. Finally, the Michaelis-Menten model represented well the
kinetics of the reaction, whose parameter values indicated a good affinity of the enzyme for
amoxicillin.

Keyword: Beta-lactams; Michaelis-Menten; 6-Aminopenicillanic acid.
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1 INTRODUCAO

A 4gua ¢ um recurso natural finito, vulneravel e indispensavel a vida. Entretanto,
devido ao avanco industrial e tecnologico observado nas ultimas décadas, a presenga de
substancias quimicas no ambiente aquatico tem sido cada vez mais frequente, inclusive em
aguas para o abastecimento publico e industrial, sugerindo risco iminente a saude humana e
ambiental (Pires, 2015). Dentre as substancias quimicas mais incidentes no ambiente aquatico
estdo os farmacos. Em todo o mundo, antibidticos, hormonios, anestésicos, anti-inflamatorios,
entre outros, sdo detectados em concentragcdes preocupantes no esgoto doméstico e em aguas
superficiais e do subsolo (Bila e Dezotti, 2003).

Os farmacos estao entre os produtos quimicos mais fabricados e comercializados no
mundo, dentre eles a amoxicilina, devido a sua extensa atuacao contra bactérias. Ela pertence
a classe de antibioticos beta-lactamicos e semissintéticos, com estrutura basica da penicilina
G. O seu aporte no meio ambiente pode ocorrer via lancamento de efluentes municipais e
industriais nos corpos hidricos receptores, in natura ou parcialmente tratados, gerando um
ciclo de contaminagdo, devido a capacidade limitada de remocdo ou destruicdo desta
substancia por processos de tratamento de 4dgua tradicionalmente utilizados (Figueiredo et al.
2020).

Oliveira et al. (2015), analisou amostras de agua coletadas em dois trechos de um rio
que cruza dois municipios da Bahia e constatou que nos pontos da zona wurbana a
concentragdo média de amoxicilina chegou a 16,55 + 2,10 mg L™, estes valores podem ser
atribuidos principalmente devido a proximidade desse trecho a uma unidade hospitalar, como
também por esta area ser um local de lancamento direto de esgoto bruto da cidade (Oliveira
et al., 2015). Os resultados dessa pesquisa demonstram sua extensa disseminagao geografica,
encontrando-se observaveis em distintos territorios ao redor do globo terrestre. Visto que
Gaffney et al. (2013), detectaram cerca de 9 farmacos examinando 22 amostras das aguas
captadas e distribuidas pela Entidade Gestora de Abastecimento Publico em Lisboa. Por sua
vez, Huerta-Fontela et al. (2010) constataram 49 farmacos e 6 metabolitos em amostras de
agua de estagdes de tratamento da cidade de Catalunha na Espanha.

Por conseguinte, faz-se necessaria a ampliacdo dos estudos acerca de formas de
tratamento de efluentes de maneira efetiva. Figueiredo et al. (2020) avaliaram a cinética de
degradag¢do da amoxicilina por hidrélise 4cida, basica e pelo aumento de temperatura, onde

observou a eficiéncia do método.
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Silva et al. (2021) realizaram um levantamento bibliografico acerca dos métodos
de tratamento de efluentes utilizados para remog¢do e degradagdo da amoxicilina e
constatou que a maior parte dos estudos selecionados utilizaram as técnicas de adsorgao,
processos oxidativos avancados, wetlands, biorreator com membranas submersas, filtro de
carvao ativado e hidrolise quimica. Porém, apenas o processo tradicional de oxidacdo com
reagente Fenton e o método de remocdo por hidrélise alcalina, atingiram a eficiéncia de
100% da remocgdo do antibidtico. Em contrapartida, a técnica de remocdo do antibidtico
por meio de wetlands construidos, atingiu a remog¢do minima de 15% e os processos
oxidativos avangados com fotdlise natural obtiveram uma remogao de 24%.

Contudo, ha na literatura uma lacuna de estudos que abordam a aplicagdo da
hidrdlise enzimatica como meio de degradagdao da amoxicilina. A Penicilina G Acilase (PGA)
apresenta potencial para ser utilizada nesse processo, devido a sua habilidade de reconhecer e
se ligar a amoxicilina, hidrolisando a liga¢do beta-lactdmica presente na sua estrutura (Arruda

et al. 2019).

1.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as variaveis que influenciam a hidrélise da amoxicilina em meio aquoso,

visando sua remogao de corpos d’agua.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a influéncia da temperatura, pH e concentracdo inicial de substrato na
hidrolise da amoxicilina;

e Usar um planejamento composto central para determinar as condi¢des operacionais
Otimas para maximizar a hidrélise do antibidtico; e

e Determinar os parametros cinéticos, tais como V,,, ¢ K, para analisar a cinética da

hidrolise enzimatica da amoxicilina.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANTIBIOTICOS BETA-LACTAMICOS

Os antibidticos sdo substancias quimicas produzidas sinteticamente, ou através de
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microrganismos, que destroem (bactericidas) ou inibem o crescimento de outros
microrganismos (bacteriostaticos) (Miguel, 2013). Eles podem ser classificados em varias
categorias com base em suas caracteristicas quimicas, mecanismos de agdo e alvos
especificos. Dentre as principais, destacam-se os beta-lactdmicos, a classe de antibioticos
mais prescrita e com mais indicagdes clinicas (Danilov, 2021).

Essa classe de antibidticos possui um anel beta-lactamico em sua estrutura, trata-se
de uma amida ciclica (lactama), composto por um atomo de Nitrogénio e trés de Carbono, o
qual ¢ altamente reativo, podendo conter diversos radicais substituintes que o tornam ativo

(Danilov, 2021).

Figura 1 - Representagdo do anel beta-lactamico.

H H
C——¢C
C— N

s
0/

Fonte: Azevedo (2014).

Os antibioticos beta-lactimicos agem inibindo a sintese do peptideoglicano, um
componente crucial na estrutura da parede celular bacteriana. Isso ocorre pela interagao do
seu anel beta-lactdimico com proteinas chamadas PBPs (Penicillin Binding Protein), que
inibem a enzima D-alanil-D-alanina transpeptidase, interrompendo a sintese da parede
bacteriana. Como resultado, as ligagdes entre os tetrapeptideos de cadeias adjacentes de

peptideoglicano ndo sdo formadas, levando a perda de rigidez da parede celular (Miguel,

2013).

2.1.1 Penicilinas

O primeiro antibiotico beta-lactamico produzido foi a penicilina, descoberta ao acaso
em uma das experiéncias de Alexander Fleming, essa descoberta representou um marco
importante na era dos antibidticos, pois a partir dela foi possivel diminuir expressivamente o
numero de mortes causadas por doencas infecciosas durante a segunda Guerra Mundial,
levando o governo e a sociedade a se unirem para a produ¢ao em massa dessa substancia

(Calixto e Cavalheiro, 2012).
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Sua estrutura bdsica consiste em um anel tiazolidinico (A) ligado a um anel
beta-lactamico (B), juntos formam o acido 6-aminopenicilanico (6-APA), ao qual se fixa uma

cadeia lateral (R), conforme apresentado na Fig. (2).

Figura 2 - Férmula estrutural geral da penicilina.

R NH
A
G cH—cH” \ ,
0 | B |
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C
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Fonte: Calixto e Cavalheiro (2012).

Apds a descoberta da penicilina, novos antibioticos puderam ser sintetizados através
do seu nucleo formador: 6-APA. Partindo dele € possivel produzir uma grande quantidade de
penicilinas semissintéticas, mediante uma acilacdo quimica com os cloretos correspondentes

aos acidos apropriados (Calixto e Cavalheiro, 2012). Conforme apresentado na Fig. (3).

Figura 3- Formulas estruturais das penicilinas: Estrutura basica e cadeias laterais substituintes (em vermelho): (a)
penicilina G; (b) penicilina V; (c¢) meticilina; (d) oxacilina, (e) cloxacilina; (f) dicloxacilina, (g) nafcilina; (h)
amoxicilina; (i) ampicilina; (j) carbenicilina; (1) indanil-carbenicilina; (m) ticarcilina; (n) mezlocilina; (o)

piperacilina.
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As penicilinas apresentam atividade contra inUiimeros bacilos e bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, mas t€ém desvantagens tal qual a sua rapida eliminagdo do
organismo ¢ principalmente sua vulnerabilidade a acdo das penicilinases, também chamadas
de beta-lactamases, enzimas que quebram o anel beta-lactamico. A quebra do anel
beta-lactamico impede a penicilina de atuar no bloqueio da formagdo da parede celular de
bactérias, ndo combatendo assim a infec¢do. Consequentemente, 0os microrganismos que

produzem beta-lactamases sdo resistentes as penicilinas (Arruda et al. 2019).

2.1.1.1 Amoxicilina

Dentro da classe das penicilinas, a mais prescrita ¢ consumida no mundo ¢ a
amoxicilina (Arruda et al. 2019). Trata-se de um antimicrobiano beta-lactdmico, cuja acdo ¢
bactericida, ou seja, interfere na sintese da parede celular das bactérias impedindo seu
crescimento (REIS, 2015). Em comparacdo aos demais antibidticos penicilanicos, a
amoxicilina, apresentada na Fig. (3)-(h), apresenta uma semelhanca estrutural com a
ampicilina, apresentada na Fig. (3)-(i), cuja estruturas divergem apenas devido a presenca de
uma hidroxila acoplada ao anel benzénico.

A amoxicilina atua tanto no combate das bactérias Gram-positivas aerobias,
tais quais Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus,
quanto nas Gram-negativas, exemplificadas por Haemophilus influenzae, Escherichia coli e
Helicobacter pylori (Oliveira, 2017). A sua absor¢do quando administrada por via oral gira
em torno de 80% e ndo ¢ alterada pelos alimentos. Ademais, ¢ eliminado na forma ativa
principalmente na urina (70 a 80%) e na bile (5 a 10%) (Barcelona, 2008). Portanto, ¢ um dos
micropoluentes que sao encontrados em diversas estagdes de tratamento bem como bacias

hidricas onde sdo despejados efluentes.

2.2 AMOXICILINA COMO CONTAMINANTE EMERGENTE

Com o aumento progressivo da utilizagdo de antibidticos, tanto por seres humanos
quanto por animais, eles tém conquistado maior proeminéncia na comunidade cientifica e sua
destinacdo final tem sido objeto frequente de estudos. Diversas pesquisas tém indicado que
existem vestigios de amoxicilina em estagdes de tratamento de efluentes e nas dguas naturais,

conforme apresentado na Tab. (1).
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Tabela 1 - Concentra¢des médias de amoxicilina detectadas no Brasil.

Concentra¢do média Localizacao Referéncia
1,284 Aguas superficiais da bacia de Atibaia, SP. Locatelli et al. (2011)
(ng LY
3,70+ 0,15 Nascente - rio Verruga Oliveira et al. (2015)
(mg L) Vitéria da Conquista, BA.
16,55 +2,10 Zona Urbana - rio Verruga Oliveira et al. (2015)
(mg L") Vitéria da Conquista, BA.
11,24 £ 1,40 Zona Urbana - rio Verruga Oliveira et al. (2015)
(mg L) Vitoéria da Conquista, BA.
1,50 £ 0,30 Estacdo de Tratamento - rio Verruga Oliveira et al. (2015)
(mg L") Vitéria da Conquista, BA.
rio Agua Fria
1,10 £ 0,08 Barra do Choga, BA. Oliveira et al. (2015)
(mg L") reservatorio de aguas

Fonte: Autor, 2023.

Através de uma analise dos dados apresentados na Tab. (1), pode-se observar que as
maiores concentracoes de amoxicilina se encontram nos pontos da zona urbana, estes
valores podem ser atribuidos devido principalmente a proximidade desse trecho a uma
unidade hospitalar, como também por esta area ser um local de lancamento direto de esgoto
bruto da cidade (Oliveira et al., 2015). Considerando que cerca de 80 a 90% dos antibidticos
consumidos sdo excretados por seres humanos e animais, principalmente na forma de
metabolitos, devido a absorcao parcial em seus corpos (Bautitz e Nogueira, 2007).

Residuos de antibidticos sdo comumente gerados em areas residenciais, hospitalares,
industrias, fazendas de animais e finalmente chegam as estacdes de tratamento de efluentes
(ETE). O lodo gerado pelas ETEs também contém residuos de antibidticos e € descartado em
aterros ou utilizado como condicionador de solo em terras agricolas. Ademais, residuos
(liquidos/solidos) de unidades farmacéuticas, ou derramamentos acidentais durante a
producdo e o transporte de antibidticos, também podem ser considerados fontes de
contamina¢do no meio ambiente. Além disso, o descarte direto da aquicultura (piscicultura) e
producao de aves, representam uma via importante de contaminagao por antibioticos (Bhagat

et al. 2020). No geral, a contaminagdo por antibidticos ocorre de forma circular, afetando
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diversas rotas, incluindo a cadeia alimentar e processos de bioacumulacdo e biomagnificagao.
A Fig. (4) ilustra como eles entram em diferentes ecossistemas e retornam a origem, seguindo

um ciclo de contaminagao.

Figura 4 - Possiveis rotas de antibioticos no meio ambiente.
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Portanto, dentre os efeitos da presenga de amoxicilina no meio ambiente aquatico,
destaca-se o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, que resulta de mutagdes em
organismos expostos aos residuos desses farmacos (OMS, 2014). Adicionalmente, ¢
importante considerar os processos de bioacumulacdo e biomagnificagdo, nos quais a
amoxicilina se acumula em organismos aquaticos e ¢ disseminada ao longo da cadeia
alimentar, potencialmente resultando em concentragdes perigosas nos consumidores finais.
Além disso, a exposi¢do de organismos aquaticos a amoxicilina pode causar efeitos toxicos e
sub-letais, incluindo alteracdes no comportamento, crescimento, reprodu¢do e até mesmo

mortalidade dos animais aquaticos (Yang, 2019).

2.3 ENZIMAS

Uma das formas potenciais para eliminar a amoxicilina contaminante presente no

ambiente aquatico pode ser através de enzimas. Elas desempenham um papel vital como
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agentes cataliticos em reagdes quimicas, constituindo uma necessidade fundamental para o
metabolismo de todos os organismos vivos (Orlandelli, 2012).

As enzimas exibem uma estrutura molecular notavelmente complexa, composta
principalmente por uma porgao proteica que pode se associar a outras moléculas, como
carboidratos e lipideos. Esses heteropolimeros sdo construidos a partir de aminodcidos que
estdo covalentemente ligados por ligagdes peptidicas (Bhagat et al. 2020).

De acordo com Orlandelli (2012), as enzimas t€ém uma estrutura complexa a qual,
conforme apresentado na Fig. (5), pode ser dividida em quatro niveis de organizacdo
estrutural: a estrutura primaria que corresponde a sequéncia de aminodacidos; a secundaria que
representa a disposicdo espacial resultante da interagcdo entre esses aminoacidos, formando
arranjos como a-hélices e folhas B-pregueadas; a estrutura tercidria, definida pelas interagdes
entre aminoacidos que nao estdo sequencialmente préximos uns dos outros, resultando em
tor¢des e dobramentos especificos; e, por ultimo, h4 uma estrutura quaterndria, resultante da

interagdo entre varias cadeias polipeptidicas, aumentando a complexidade tridimensional.

Figura 5 - Representagdo dos quatro niveis de organizagao estrutural das proteinas.
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Fonte: Cientic, 2023.

2.3.1 Classificacao

Segundo Sant’anna (2001), as enzimas podem ser divididas em seis classes,
conforme as reagdes que catalisam: oxidorredutases (catalisam reacdes de Oxido-reducao);
transferases (catalisam reagdes de transferéncia de grupos de uma molécula a outra);
hidrolases (catalisam reacdes de hidrolise); liases (catalisam reagdes de quebra de ligacdes);

isomerases (catalisam reagdes de mudanca intramolecular, onde um substrato transforma-se
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em um produto isdmero); e ligases (catalisam a ligagdo covalente de moléculas, com

simultanea quebra de uma ligagao de alta energia).
2.3.2 Penicilina G Acilase

As beta-lactamases, também conhecidas como penicilinases, fazem parte da classe de
enzimas conhecida como hidrolases (Cunha, 2019). O papel dessa enzima ¢ quebrar o anel
beta-lactdmico presente nos antibidticos beta-lactdmicos, conforme esquema apresentado na
Fig. (6), tornando-os inativos e, portanto, conferindo resisténcia a esses medicamentos em

certas bactérias (Orlandelli, 2012).

Figura 6 - Esquema ilustrando a atividade de uma enzima beta-lactamase, rompendo as ligagdes que
formam o anel beta-lactdmico e neutralizando o antibiotico.
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Fonte: Cientic, 2023.

As beta-lactamases podem apresentar diferentes estruturas quimicas e,
consequentemente, diferentes espectros de atividade. Alguns tipos neutralizam apenas alguns
tipos de beta-lactamicos, enquanto outros sao capazes de vencer praticamente todos os
antibioticos do grupo (Teklu et al., 2019).

A maneira mais tradicional de classificar as beta-lactamases ¢ de acordo com as
sequéncias de aminoacidos das moléculas que as compdem. Essa ¢ a chamada classificagao de
Ambler, que divide as beta-lactamases em 4 grupos: A, B, C e D. As classes A, C ¢ D tém

base em serina, enquanto a B ¢ metalo-beta-lactamase (MBL) (Cunha, 2019).
2.4 METODOS DE IMOBILIZACAO

A estabilidade estrutural de algumas enzimas durante qualquer reacdo bioquimica ¢
essencial e altamente desafiadora. Para superar essas limitagdes, a imobilizagdo deste
biocatalisador apresenta-se como uma alternativa promissora, apesar de seu alto custo

(Sirisha, 2016). Contudo, este processo pode gerar maior resisténcia das enzimas as condigdes
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adversas dos meios reacionais, tornando-a mais estavel; possibilitar o reaproveitamento deste
biocatalisador; reduzir os custos e retira-lo do produto final (Ralbovsky e Smith, 2021).

De acordo com Lima (2001), a imobilizagdo de uma enzima pode ser definida como
o confinamento das suas moléculas a uma matriz ou suporte solido, diferente daquele em qual
substrato ou produtos estio presentes. E importante destacar que as moléculas do substrato e
os produtos formados devem mover-se liviemente para dentro e para fora da fase a qual as
enzimas estdo restringidas (Sirisha, 2016). Existem diferentes métodos de imobilizacao

enzimatica e os principais foram apresentados na Fig. (7).

Figura 7 - Principais métodos de imobilizagdo enzimatica.
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2.4.1 Adsor¢ao

Este método consiste na unido entre a molécula enzimdatica e um suporte inerte
através de ligagdes eletrostaticas, estabelecidas entre grupos de cargas opostas (Lima, 2001).
Em que a enzima ¢ dissolvida em solugdo e entdo colocada em contato com um suporte sélido
por um periodo de tempo fixo, sob condigdes adequadas, sem que perca sua atividade. A
ligacdo da enzima com o suporte se da através de ligagdes do tipo van der Waals, interagdes
hidrofobicas e eletrostaticas (Zerbini, 2020). No entanto, devido as fracas ligacdes entre a
enzima e o suporte, algumas condi¢des fisioldgicas adversas, tais como alta temperatura ou

pH, podem enfraquecer a ligacao entre a enzima e o suporte (Spahn e Minteer, 2008).
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Contudo, a matriz dos suportes pode ser de materiais organicos e inorganicos (Lima,
2001). De acordo com Sirisha (2016), os materiais de matriz mais comumente usados sao
compostos de polissacarideos, vidro e polimeros sintéticos. Ademais, as fibras de coco
apresentam potencial para esse papel, devido ao seu potencial de reten¢do de 4gua e a melhor
politica de troca catidonica. Assim como o caulim, outra matriz ecologicamente correta, que

apos acetilagdo, apresentou alta rentabilidade enzimatica.

2.4.2 Ligagao Covalente

A enzima ¢ ligada ao suporte inerte mediante ligacdes quimicas covalentes que
normalmente sdo estabelecidas entre os aminogrupos primdrios € o anel benzénico dos
aminoacidos constituintes da enzima com os grupos reativos do suporte. Em geral, a reagdo ¢
feita em meio aquoso em uma faixa de temperatura de 0°C a 25°C e pH préximo a
neutralidade (Lima, 2001).

Neste método, existe um risco consideravel de desnaturacdo enzimadtica, ja que a
maioria das enzimas necessitam de modificagcdes quimicas para adquirir o grupo funcional.
No entanto, essa abordagem aumenta a estabilidade da enzima em detrimento de sua
atividade, sendo empregada quando ndo é necessaria a presenca da enzima no produto final

(Zerbini, 2020).

2.4.3 Encapsulamento

Neste método, a enzima ndo € presa diretamente ao suporte, ela €, primeiramente,
aprisionada em uma rede polimérica, a qual permite apenas o fluxo de substratos e produtos,
restringindo a difusdo da enzima (Zerbini, 2020). Portanto, primeiro hd a mistura da enzima
com uma solu¢do monomérica, seguida da polimerizacdo dessa solugdo monomérica por meio
de uma reagdo quimica, nao ocorrendo interagdo quimica entre a enzima e o polimero. Apos
ativado, o suporte passa a reagir com as enzimas, resultando na formagdo de uma matriz
polimérica que se tornard uma estrutura de aprisionamento para esses biocatalisadores (Neto,
2023).

Assim como em outros métodos de imobilizacdo, o encapsulamento permite uma
resisténcia mais ampla a variagdo de pH, controle de polaridade, afinidade e outras
propriedades deste material para aumentar o seu poder catalitico. Entretanto, possui algumas

desvantagens como, uma possivel dificuldade do substrato atingir o sitio ativo da enzima e a
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possibilidade dela escapar da estrutura polimérica, se os poros da matriz forem muito grandes
(Zerbini, 2020). Quanto aos materiais utilizados neste tipo de imobilizagdo, ¢ possivel citar o
colageno, gelatina, poliuretano e alginato (Wahab, 2019).

De acordo com Lima (2001), o procedimento classico consiste em dissolver a enzima
em uma solu¢do aquosa de alginato de sédio, que € gotejada sobre uma solucdo aquosa
contendo ions bivalentes. Tao logo, a gota de alginato de sddio entra em contato com a
solucdo salina, forma-se uma esfera dentro da qual a enzima fica retida, cuja membrana ¢

constituida pelo polimero de alginato de célcio.

2.4.4 Entrelagamento

A técnica de cross-linking ¢ uma imobilizagdo irreversivel e ndo requer suporte
(Hong, 2021). Neste método, a ligagdo ¢ mitua entre as enzimas, mas também podem ocorrer
ligagdes com proteinas inativas, formando estruturas tridimensionais complexas (Guajardo e
Ahumada, 2021). Sao ligagdes covalentes e requerem o auxilio de um reagente que realiza
essas ligagdes. O glutaraldeido destaca-se como um dos mais utilizados nesta técnica devido
ao seu baixo custo e disponibilidade (Sheldon, 2011).

A ligagdo com grupos especificos de aminoacidos das enzimas s6 ¢ possivel devido a
presenca de pelo menos duas extremidades interagentes nas moléculas que sdo os agentes de
reticulagdo (Hong, 2021). Contudo, trata-se de uma técnica trabalhosa e requer muito tempo,
além da potencial perda de metade da atividade enzimatica, redugdo da estabilidade mecanica
e baixa reprodutibilidade, principalmente quando se trabalha com muitas enzimas (Jia ef al.,

2017).

2.5 SUPORTES

E de extrema importincia garantir a preservacgio da estrutura conformacional e da
atividade especifica da enzima ao realizar a imobilizagdo, evitando a sua desativagao quando
em contato com a superficie do suporte (Rodrigues, 2019). Consequentemente, faz-se
necessaria a escolha adequada de um suporte.

Em termos de sua estrutura, os suportes sélidos podem ser categorizados como
porosos € nao porosos (Chen et al., 2020). Quanto a sua composi¢ao quimica, esses suportes
solidos podem ser divididos em materiais organicos e inorganicos (Lou ef al., 2021). A

escolha do tipo de suporte dependera essencialmente de dois fatores: caracteristicas peculiares
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da enzima e condi¢des de uso da enzima imobilizada. Na literatura existem inumeros
materiais inertes que podem ser usados para imobilizar enzimas, tais quais: vidro, silica, ago,

triacetato de celulose, poliacrilamida alumina etc (Lima, 2001).

2.6 CINETICA ENZIMATICA

2.6.1 pH o6timo

Todas as enzimas sdo sensiveis as variagdes da concentracao de hidrogénio no meio
reacional. Em geral, elas s3o ativas apenas em uma faixa restrita de pH ¢ na maioria dos casos
ha um pH 6timo bem definido, conforme apresentado na Fig. (8).

A estrutura tridimensional da enzima ¢ estabilizada por ligacdes de hidrogénio,
interagdes hidrofobicas e pontes dissulfeto. Mudancas no pH alteram a concentracdo de
hidrogénio, afetando o equilibrio dessas forcas e podendo desativar irreversivelmente a

enzima. Como consequéncia, ocorre a perda de sua atividade biolodgica (Oguri, 2006).

Figura 8 - Efeito do pH sobre a taxa reacional das reagdes enzimaticas.
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Fonte: Carlini, 2014.
2.6.2 Temperatura Otima
A atividade enzimdatica ¢ altamente dependente da temperatura, tal qual um

catalisador convencional. Todavia, o aumento dessa varidvel em uma reagcdo enzimatica pode

gerar dois efeitos simultdneos: a taxa de reacdo aumenta, devido ao aumento da frequéncia
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das colisdes entre o substrato e a enzima; e em contrapartida, a estabilidade da enzima
decresce, devido a sua desnaturacdo. Isto posto, a curva da taxa de reagdo em funcdo da

temperatura apresenta normalmente o formato de sino, conforme apresentado na Fig. (9).

Figura 9 - Efeito da temperatura sobre a taxa reacional das reagdes enzimaticas.
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Através de uma breve pesquisa na literatura, foi possivel obter os valores 6timos das
varidveis pH e temperatura 6timos, para a PGA proveniente de diferentes microrganismos,

conforme apresentado na Tab. (2).

Tabela 2 - Valores 6timos de Temperatura e pH para a Penicilina G Acilase.

Microrganismo T 4iima (°C) PH 4iimo Referéncia
Bacillus megaterium 30 7,0 (Oguri, 2006)
Bacillus megaterium 37 8,0 (Illanes et al., 1994)

Escherichia coli 37 8,0 (Savidge e Cale, 1975)
Bacillus megaterium 37 8,7 (Savidge e Cale, 1975)
Escherichia coli 37 7,8 (Shewale e Sivaraman, 1989)
Kluyvera citrophila 37 8,0 (Alvaro et al., 1992)
Kluyvera citrophila 55 8,5 (Wen et al., 2004)
Escherichia coli 37 7,8 (Xue-Jun, 2004)
Alcaligenes faecalis 35 10,0 (Sue, 2011)

Fonte: Autor, 2023.
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2.6.3 Modelo Cinético de Michaelis-Menten

Conforme estabelecido pela equagdao de Michaelis e Menten, em uma reagdo
enzimatica que envolve um unico substrato, a enzima livre (E) e o substrato (S) mantém um
equilibrio continuo com o complexo (ES) durante todo o curso da reacdo, conforme
apresentado na Eq.(1).

E+SoES—>E+P (1)

A primeira equacdo descreve uma simples dissociacdo, enquanto a transformagao do
complexo (ES), como expresso na segunda equagdo, ¢ um processo consideravelmente mais
lento do que a dissociacdo. Em outras palavras, a constante &, ¢ significativamente menor que
k,. Portanto, a velocidade de formagdo do produto nido depende da taxa de formagdo do
complexo ES, mas sim da taxa de sua decomposi¢do. Em resumo,

v = k,[ES] )

A constante de dissociacdo (Ks) do complexo (ES) pode facilmente ser determinada,
pois corresponde ao inverso da constante de equilibrio desta equagdo e recebeu a designagdo

de constante de Michaelis (K,,):

o R 111§
Ky =Kn="%, = s ©)

A partir da suposi¢do da conservacao da enzima, o balanco de massa para a enzima

total adicionada ao sistema reacional ¢ mostrado na Eq. (4).

[E,] = [E] + [ES] )
Combinando a Eq. (4) com a equacao (3):

_ (E-[ESDIS]
K,= [ES] (5)

Isolando a concentracdo do complexo (ES):

[E,1[S]
[ES] = 375 (6)
Substituindo a Eq. (6) na (2):

[E,11S]
v=k, Ty (7)

Quando a concentragdo de substrato for muito elevada, pode-se considerar que a
concentracdo da enzima na sua forma combinada (ES) e livre (£) em solugdo sdo constantes,
pois a enzima fica saturada de substrato, logo pode-se aproximar essa cinética a estado

estacionario. Portanto, do ponto de vista tedrico, podemos considerar:
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d[ES] _ d[E] .
dt  — dt =0 (8)

Logo, através da Eq. (4) e da equagao (8), observa-se que a concentragao de enzimas

total (ET) também pode ser considerada constante. Entdo, obtém-se finalmente a equagao de

Michaelis-Menten:

v, = T ®

Conforme ¢ possivel observar na Fig. (10), ao plotar um grafico de v, VS [ST,
obtém-se uma curva hiperbolica regular, que se aproxima da velocidade maxima v . em

altas concentragdes de substrato, devido a saturagdo da enzima com ele.

Figura 10 - Variaggo da velocidade inicial de uma reagdo enzimatica em fungdo da concentragdo do substrato.
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Fonte: Lecturio, 2023.

A constante Km indica a afinidade de uma enzima para o seu substrato de maneira

inversa e ¢ caracteristica do complexo enzima-substrato especifico. Se o seu valor for baixo,
significa que a enzima tem uma forte afinidade pelo substrato e menos dele sera necessario
para atingir metade da velocidade méaxima. Porém, se for alto, a enzima tem menos afinidade
pelo substrato e mais dele € necessario para atingir metade da velocidade maxima. Trata-se de
uma variavel dependente da temperatura e do valor do pH, mas independente da concentragao
da enzima (Ferreira, 2014).

Contudo, de acordo com a cinética apresentada na Fig. (11), no inicio de uma reagao
enzimdtica as concentracdes de Enzima [E] e Substrato [S] sdo altas, ao passo que as
concentragdes do complexo Enzima-Substrato [ES] e produto [P] sdo reduzidas. Conforme a
reacdo avanga, [ES] e [P] aumentam, enquanto [E] e [S] diminuem. Conforme [S] diminui,

também ocorre uma redu¢ao na formacao de [ES] no estagio final da reagdo. Nesse ponto, a
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ocorréncia de uma reagdo inversa torna-se mais provavel.

Figura 11 - Cinética basica da equagdo de Michaelis-Menten.
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Fonte: Lecturio, 2023.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Neste trabalho, foi aplicado um planejamento composto central (DCC) para avaliar o
efeito da aplicacdo das variaveis independentes na hidrélise enzimdatica da amoxicilina. As
variaveis independentes consideradas foram: concentragdo inicial de substrato (amoxicilina),
temperatura ¢ pH do meio reacional. Por outro lado, a variavel dependente foi a concentracao
de 6-APA. No total, foram realizados 25 experimentos, sendo 8 pontos fatoriais com duas
réplicas; 6 estrelas; e 3 réplicas no ponto central. Os niveis e faixa experimental considerados
foram apresentados na Tab. (3).

A distancia entre os pontos axiais (estrela) e o ponto central foi calculada através da

~ (n/4) . , . A
expressao o = 2 , em que “n” ¢ o nimero de fatores. Portanto, considerando os trés

fatores supracitados: a = 1, 682. Ademais, a matriz de delineamento foi apresentada na Tab.

(G
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Tabela 3 - Valores reais e codificados das variaveis independentes.

Variavel independente niveis
-0 -1 0 +1 +o
Amoxicilina o
% (p/
Inicial o) () 0,16 0,50 1,00 1,50 1,84
T (°C) (x,) 26,23 31 38 45 49,77
pH (x3) 5,32 6,0 7,0 8,0 8,68

Fonte: Autor, 2023.

Tabela 4 - Matriz de Delineamento Composto Central (DCC).

Exp. variaveis independentes
X X; X3

1 -1 -1 -1
2 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1
4 -1 +1 +1
5 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1
7 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1
9 -a 0 0
10 +a 0 0
11 0 -a 0
12 0 +a 0
13 0 0 -a
14 0 0 +a
15 0 0 0

Fonte: Autor, 2023.
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O comportamento do sistema discutido foi descrito por uma equagdo quadratica, Eq.
(10), conforme (Silva et. al 2011). A regressao foi realizada através do software Statistica
versao 7.0 e os valores 6timos das variaveis selecionadas foram obtidos através da resolucao
da equacdo de regressdo para posterior analise das superficies de resposta geradas.

k
2
Y = BO + El Bjxj + ZEJ- Bijxix], + El Bjjxj + ¢ (10)

Em que Y ¢ a resposta estimada; B, B;, B; € B;; coeficientes constantes; x; € X; sdo as

variaveis independentes codificadas ou fatores; e € ¢ o erro aleatorio.

3.2 QUANTIFICACAO DO PRODUTO DA HIDROLISE DA AMOXICILINA

A concentracdo de acido 6-aminopenicilanico foi realizada usando o método PDAB.
Ele consiste em determinar a atividade amidase da PGA utilizando o reagente p-dimetilamino
benzaldeido (PDAB) de acordo com o protocolo proposto por Balasingham et al., (1972). O
grupo amino presente no 6-APA, produzido na reagdo de hidrolise da amoxicilina catalisada
pela PGA, reage com o grupo aldeido presente no PDAB, gerando um produto colorido que
foi acompanhado espectrofotometricamente em um comprimento de onda de 415 nm.

Para executar este método, tubos de ensaio foram preenchidos com a solucdo de
amoxicilina, cujo solvente foi uma solucdo de tampao fosfato 100 mM. Sendo a concentragdo
de amoxicilina, temperatura e o pH da solucdo, selecionados conforme requerido pelo
planejamento experimental apresentado na Tab. (4). Em seguida, os tubos contendo a solugao
de substrato foram adicionados em um banho termostatizado ajustado e estabilizado na
temperatura planejada. Na sequéncia, a PGA da Escherichia coli recombinante, produzida e
imobilizada industrialmente, foi adicionada ao meio reacional e deixada para reagir por 60
minutos, retirando-se aliquotas de 1,0 mL a cada 20 minutos de reagdo. Por fim, as aliquotas
foram adicionadas em cubetas previamente preparadas com o reagente PDAB e apos reagir
por 2,5 minutos, realizou-se a medida da absorbancia. A concentragao de 6-APA foi obtida a
partir de uma curva de calibragdo, construida através da medicao da absorbancia de diferentes
concentragdes de 6-APA em 415 nm. Contudo, uma representacdo esquematizada deste

método foi apresentada na Fig. (12).
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Figura 12 - Representagdo esquematizada do método PDAB para hidrolise da amoxicilina.
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Fonte: Autor, 2023.

3.3 DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS

A influéncia da concentracdo de substrato na atividade da PGA foi investigada
tomando-se as velocidades iniciais da hidrélise da amoxicilina em diferentes concentragoes,
entre 4,3787 a 50,3557 mM, diluidas em tampao fosfato 100 mM pH 7,0 e 38°C. A tangente
da curva da concentragdo de produto liberado em fungdo do tempo de reagdo, determinada
para o trecho linear, foi tomada como a velocidade inicial para cada concentragdo de
substrato. O ajuste do modelo de Michaelis-Menten aos pontos experimentais obtidos do
grafico de velocidades iniciais versus concentracao de amoxicilina forneceu os parametros
Vmix € Km, sendo ele realizado através do método numérico de regressdo ndo linear de
Levenberg-Marquardt, para que a diferenga entre os dados experimentais obtidos e os

previstos pelo modelo seja minima.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CURVA DE CALIBRACAO

A concentracdo de 6-APA no meio reacional foi obtida através da curva de

calibragdo apresentada na Fig. (13).
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AMOXICILINA

Figura 13 - Curva de calibragio.
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DAS VARIAVEIS DO PLANEJAMENTO NA HIDROLISE DA

O modelo resultante do planejamento fatorial mostrou que a concentragdo inicial do

substrato e a temperatura foram as variaveis mais significativas. Os resultados obtidos podem

ser visualizados na Tab. (5), em que nota-se que a concentracao mais elevada de 6-APA, que

representa a maior hidrélise do antibiotico, foi alcangada no sexto ensaio, quando a

concentragdo de amoxicilina estava em seu nivel mais alto. Isso sugere que uma maior

concentragdo do antibiotico favoreceu a sua hidrolise. Os maiores valores de 6-APA foram

observados nos ensaios 5, 6 ¢ 7. Estes resultados foram observados em valores altos e baixos

de pH e temperatura, indicando que os valores maximos de hidrélise do antibidtico ocorreram

em valores intermediarios dessas variaveis.
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Tabela 5 - Matriz de Delineamento Composto Central.

Exp. variaveis independentes resultado
X; X, X3 C6—APA % (p/v)
1 -1 -1 -1 0,5538 + 0,1667
2 -1 -1 +1 0,5666 + 0,0769
3 -1 +1 -1 0,5227 + 0,0073
4 -1 +1 +1 0,3583 + 0,0481
5 +1 -1 -1 4,6348 + 0,3951
6 +1 -1 +1  5,0506 £ 0,2404
7 +1 +1 -1 4,4352 + 0,1122
8 +1 +1 +1  3,9865 + 0,5609
9 -a 0 0 0,2333
10 +a 0 0 3,3615
11 0 -a 0 1,0666
12 0 +a 0 0,3423
13 0 0 -a  0,6692
14 0 0 +a 1,0858
15 0 0 0 2,8352+ 0,4141

Fonte: Autor, 2023.

Ao aplicar a analise de regressao aos dados apresentados na Tab. (5), a Eq. (10) foi
ajustada aos resultados experimentais do planejamento fatorial. Com isso, foi possivel obter
os pardmetros da equacdo com os efeitos significativos com um nivel de 95% de intervalo de

confianga. Conforme apresentado na Eq. (14).

Y oun = — 29,454 + 8,868x — 0,014x, — 0,095x, (14)

(+ 0,2349) (& 0,0876) (& 0,0021)  (+ 0,0021)

O coeficiente de determinagio (R?), parAmetro que fornece uma medida da proporg¢do

da variagdo explicada pela equacdo de regressdo em relagdo a variacao total das respostas,
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apresentou o valor de 0,814 na Eq. (14). Outrossim, ao analisar o diagrama de Pareto
apresentado na Fig. (14), foi possivel determinar quais coeficientes do modelo realmente
apresentaram influéncia estatistica com significancia de 5%. Com base nessa analise,
concluiu-se que o coeficiente de maior relevancia para a variavel de resposta foi a
concentragdo inicial linear de amoxicilina (x;). Ademais, também apresentaram influéncia
significativa no modelo, a temperatura do meio reacional (x,) na forma quadratica, assim

como, o pH do meio reacional (x;) na forma quadratica.

Figura 14 - Diagrama de Pareto para a variavel de resposta concentragdo de 6-APA.
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Fonte: Autor, 2023.

Os resultados da analise de variancia (ANOVA) foram descritos na Tab. (6) e através
dela foi possivel realizar o teste F. Sempre que este parametro for maior que uma unidade, a
regressdo ¢ estatisticamente significativa e existe uma relagdo entre as variaveis
independentes e dependentes. Para que uma regressdo seja ndo apenas estatisticamente
significativa, mas também util para fins preditivos, o valor deve ser no minimo quatro vezes
superior (Santos, 2008).

Neste trabalho, o modelo apresentado na Eq. (14) tem um valor de F g 1gual a
389,4848 para a variavel x; linear; 8,2024 para x, quadratico; e 5,5181 para x; quadratico.
Indicando que o modelo ¢ estatisticamente significativo com 95% de confianga. Ademais, o
valor-p para as mesmas varidveis foi abaixo de 0,05, reforcando essa afirmacdo e indicando
que a hipotese nula deve ser rejeitada, pois houve diferenga significativa entre as respostas ao
variar os fatores estudados. As demais varidveis e suas possiveis combinagdes nao

apresentaram efeitos significativos no modelo, com base no teste F e no valor-p, e por esse
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motivo foram desconsideradas.

Tabela 6- Analise de Variancia (ANOVA) para a variavel resposta.

Soma dos Grausde  Média dos
Quadrados  Liberdade  Quadrados  Fcycutado P
x; (Linear) 64,82086 1 64,82086 389,4848 0
x; (Quadratico) 0,02501 1 0,02501  0,1503 0,706416
x, (Linear) 0,82216 1 0,82216 4,94 0,05047
X, (Quadratico) 1,3651 1,3651  8,2024 0,016842

x; (Linear) 0,00524
X3 (Quadratico) 0,91836
X, *x, 0,26098

0,00524  0,0315 0,862744
0,91836  5,5181 0,040706
0,26098 1,5682 0,23897
X7*x; 0,00367 0,00367 0,022 0,884969
X3%*x, 0,27257 0,27257  1,6378 0,229523
Residuo 15,6157 15 2,95757
Total 84,03182 24

S S Y

[

Fonte: Autor, 2023.

O uso do método de andlise por superficie de resposta (MSR) permite estimar os
niveis mais representativos para os resultados esperados. Tém-se como valores ideais para as
varidveis independentes em estudo, aqueles que possibilitem identificar a maior concentragao
de 6-APA no meio reacional, de modo que mais antibiotico seja hidrolisado e ndo permanega
nos corpos d’agua.

As superficies de resposta geradas a partir da analise estatistica dos resultados da
concentragdo de 6-APA, variando a concentracdo inicial de substrato (amoxicilina), pH e
temperatura foram apresentadas nas figuras 15 a 17. Na Fig. (15), observa-se que fixando o
pH, a concentragdo de 6-APA diminuiu com o aumento da temperatura. Além disso,
observa-se que as variagdes na concentragdo de 6-APA ndo foram lineares, evidenciando que
ha um ponto de otimo para as varidveis estudadas, de forma a aumentar a hidrdlise da
amoxicilina.

Com isso, foi possivel inferir que os valores intermediarios de pH e inferiores e
intermediarios de temperatura combinados, apresentaram a maior concentracdo de 6-APA.
Em temperaturas elevadas, a hidrolise do antibidtico foi desfavorecida principalmente nos
limites de pH. Por outro lado, os valores intermediarios de pH, combinados com altas
temperaturas, apresentaram um melhor desempenho na hidrdlise, evidenciando que o pH

proximo a neutralidade favorece a hidrolise mesmo em altas temperaturas. Esse
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comportamento ¢ interessante e ajuda no controle da operagdo de um processo de retirada de
antibioticos de corpos d’agua.

Figura 15- Superficies de resposta para a concentra¢do de 6-APA em fungdo do pH e temperatura (°C).
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Fonte: Autor, 2023.

Através da Fig. (16), pode-se analisar que a concentragdo de 6-APA diminuiu
linearmente com a redugdo da concentragdo inicial de amoxicilina. Outrossim, para o pH foi
observado um comportamento similar ao apresentado na Fig. (15), em que os maiores valores

de concentracdo de 6-APA foram obtidos nos valores intermediarios de pH, principalmente

quando combinados com altas concentra¢des de amoxicilina.

Figura 16- Superficies de resposta para a concentragdo de 6-APA, em fungdo do pH e concentragdo inicial de
amoxicilina.
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Fonte: Autor, 2023.
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Através da Fig. (17), foi possivel observar que as altas concentracdes de 6-APA

foram observadas em altas concentragdes iniciais de amoxicilina e valores intermediarios e

baixos de temperatura, logo, foi possivel concluir que em altas concentragdes iniciais de

amoxicilina a temperatura nao apresentou muita influéncia na hidrolise do antibidtico.

Figura 17- Superficies de resposta para a concentragdo de 6-APA em fungdo da temperatura e concentragdo

inicial de amoxicilina.

[NSEA Euleia

Fonte: Autor, 2023.

4.3 PARAMETROS CINETICOS

on M

O efeito da concentragdo de substrato na atividade da PGA foi analisado tomando-se

as velocidades iniciais da reagdo de hidrolise da amoxicilina em diferentes concentragdes. Em

que as variaveis foram mantidas constantes em pH 7,0 e 38°C. As velocidades iniciais para as

diferentes concentragdes do substrato foram apresentadas na Tab. (7).

Tabela 7 - Velocidades iniciais de hidrolise de amoxicilina catalisada por PGA, para diferentes concentragdes

iniciais do substrato.

C tnicial de amox velocidade inicial
(mM) mM. min
4,3787 0,156
13,6836 0,445
27,3672 0,585
32,8407 0,593
50,3557 0,693

Fonte: Autor, 2023.
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Considerando que a cinética da maioria das reagdes enzimaticas ¢ geralmente bem
representada pelo modelo de Michaelis-Menten, procedeu-se o ajuste desse modelo aos dados
experimentais utilizando o software MATLAB. O objetivo desse ajuste foi obter estimativas

dos parametros cinéticos do modelo, conforme ilustrado na Fig. (18) e resumido na Tab. (7).

Figura 18 - Analise da Cinética de Michaelis-Menten a 38 °C e pH 7,0 com diferentes concentracdes de
amoxicilina.
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Fonte: Autor, 2023.

Pode-se observar que a velocidade méxima ocorreu com o valor de 0,92 mM/min ¢ a
afinidade da enzima para a rea¢do de hidrolise do antibidtico é de 16,89 mM, indicando que
nas faixas de concentragdo inicial de amoxicilina estudada a hidrélise sera favorecida.

Tabela 8- Parametros cinéticos obtidos pelo ajuste dos pontos experimentais da reacdo de hidrolise da
amoxicilina catalisada por PGA ao modelo de Michaelis-Menten.

Parametro cinético Valor erro
Vimax (MM, min™) 0,9272 (£ 0,2367)
K, (mM) 16,8972 (& 11,4736)
R? 0,9137

Fonte: Autor, 2023.

Os valores encontrados neste trabalho estdo conforme aqueles encontrados na

literatura, tal qual o reportado por Norouzian (2002), que ao avaliar a hidrélise da Penicilina
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G de E. coli PPA 78 imobilizada, obteve o valor de 27,34 mM para K,,.

5. CONCLUSOES

Contudo, a concentragdo inicial de substrato foi a varidvel que mais influenciou a
hidrolise da amoxicilina, seguida da temperatura e pH quadraticos.

A hidroélise do antibiotico aumentou linearmente com o aumento da sua concentracao
inicial. Ademais, a maxima atividade da PGA foi observada em valores intermediarios de
temperatura e pH, 38 °C e 7,0 respectivamente. Logo, pode-se considerar a PGA um potencial
catalisador para a hidrélise da amoxicilina presente em corpos d’agua, devido ao seu bom
desempenho nas condi¢des aproximadas de pH e temperatura que eles apresentam.

Por fim, o modelo de Michaelis-Menten representou bem a cinética da reacdo, cujos

valores dos pardmetros obtidos indicaram uma boa afinidade da PGA pela amoxicilina.
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