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NOMENCLATURA

C enzima em solugéo U/mL
Co enzima na alimentagdo U/mL
Ci Concentracdo de sal no tanque 1 g/mL
G, Concentragdo de sal no tanque 2 g/mL
Cs concentragdo de ruptura da enzima kg/m’
Ce concentragdo de exaustdo da enzima kg /m’
D, didmetro da coluna m
Dt difusividade efetiva cm’/s
dp didmetro da particula da resina m
F vazio de saida do tanque 1 mL/h
F, vazdo de saida do tanque 2 mL/h
H altura do leito expandido cm
altura do leito expandido sedimentado cm
ki constante cinética de adsor¢ao mL/U.min
ks constante cinética de dessorgdo min’’
k4 constante de dissociagdo para adsor¢ao U/mL
Ks coeficiente de transferéncia de massa na pelicula cm/s
liquida
n coeficiente de Richardson-Zaki -

Nre numero de Reynolds E
Q concentragdo de enzima adsorvida na resina U/ m’ resina

Qm quantidade maxima de enzima que pode ser adsorvida U/ m’ resina
na resina



Re Reynolds terminal

t Tempo

ts tempo de ruptura

te tempo de exaustdo

u velocidade de escoamento do meio
U velocidade terminal da resina

Vo volume inicial do reator 2

\'F volume do reator 2

z distancia axial

Termos gregos
£ porosidade do leito de resina
7, viscosidade

P densidade

Pa.s

kg;‘m3

Vi



RESUMO

Frutose € o aclcar natural mais doce, sendo uma alternativa segura para substituir a
sacarose. A Inulinase tem um importante papel na produgdo de frutose através da hidrélise
enzimatica da inulina, que pode ser realizada em uma Gnica etapa e render até 95% de conversao.

Este trabalho teve por objetivos otimizar as condigdes de producdo da enzima inulinase
produzida por Kluyveromyces marxianus ATCC 16045, otimizar as condigbes de reagdo sobre a
sacarose € a inulina e recuperar a enzima em coluna de leito expandido utilizando a resina de troca
i6nica Streamline SP.

Técnicas de planejamento experimental e analise de superficie de resposta foram utilizadas
para otimizar o meio de cultura para produgio da enzima e as condi¢des de determinagdo da
atividade enzimatica. Na produgdo da enzima foram estudadas as varidveis concentragdo de
sacarose, extrato de levedura, peptona, K;HPO, e pH. Para tanto utilizou-se um planejamento
fatorial fracionario (2°') para determinar as varidveis mais importantes, sendo selecionadas trés
para serem utilizadas em um planejamento fatorial completo. A enzima obtida foi utilizada nos
ensaios de determinagdo enzimatica para verificar os efeitos da concentragcdo de substrato (sacarose
ou inulina), pH e temperatura na atividade de inulinase. Usando-se sacarose como substrato,
verificou-se que a temperatura e o pH s@o as varidveis mais importantes € no caso da inulina
somente a temperatura, dentro das faixas estudadas. A atividade enzimitica passou de 9 para 110
U/mL apés o estudo de otimizagdo da produgdo da enzima.

O caldo bruto clarificado foi utilizado para determinar a isoterma e cinética de adsor¢do da
inulinase extracelular em resina de troca i6nica Streamline SP. Através dos dados experimentais de
adsor¢io e mediante modelagem matematica, obteve-se os pariametros cinéticos intrinsecos € os de
transporte de massa. Os valores encontrados foram: k1=6,25.10° mL/U.min. e k2=2,09.10" min."
independentemente da concentragdo de meio na solugdo. Os pardmetros coeficiente de transferéncia
de massa (Ks) e difusividade efetiva (Def) foram 5,03.102, 5,03.10™*, 5,03.10™ cnv/s e 1,105.10°,
6,58.107 , 3,25.107 cm’/s para 45%, 60% e 100% de caldo bruto na solugdo estudada
respectivamente.

Os ensaios no leito expandido com o meio ndo clarificado permitiram determinar o
expoente de Richardson —Zaki (5,3) e a velocidade terminal (17,6 cm/min.). Através dos ensaios de
adsorgdo obteve-se as curvas de ruptura e determinou-se o grau de expansdo mais adequado para a
purificagdo da enzima (expansdo de 2 vezes). Através dos testes de purificagdo da inulinase
diretamente do caldo bruto, obteve-se uma recupera¢ao de 74% e um fator de purificagdo de 10,4

vezes para a eluigdo do tipo degrau .

vii



SUMMARY

Fructose is the sweetest sugar, being a safe alternative for sucrose. Inulinase may play an
important role in fructose production, by enzymatic hydrolysis of inulin. The reaction occurs in a
single step and it is possible to obtain up to 95% of conversion.

In this work the optimization of the conditions for both inulinase production by
Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 and inulinase reaction on sucrose and inulin are proposed,
as well as, the enzyme purification using an expanded bed with the ion exchanger Streamline SP is
studied.

Factorial design and surface response analysis were used to optimize the culture conditions
for inulinase production and the enzymatic reaction parameters. In the enzyme production the
following variables were studied: sucrose, yeast extract, peptone and K,HPO, concentration and pH.
The technique of factorial fractional design (2*') was used, resulting in the selection of three
variables utilization in a complete factorial design. The inulinase produced in fermentation for
Kluyveromyces marxianus was used to verify the effects of substrate concentration, pH and
temperature on enzymatic reaction. Using sucrose as substrate it was verified that temperature and
pH were the most important variables. However, when inulin was used as substrate only the
temperature was selected. The enzymatic activity increased from 9 U/mL to 110 U/mL after
production optimization by Surface Response Analysis.

In terms of enzyme purification, the filtrate of crude broth was used for the determination of
the adsorption isotherm and the adsorption kinects of inulinase on the ion exchanger Streamline SP.
The kinetics parameters were: k1=6.25.10” mL/U.min. and k2=2.09.107 min.”. For 45%, 60% and
100% of crude broth of the solution, the film coefficient (Ks) of 5.03.10%, 5.03.10™, 5.03.10"
cm/s and the effective diffusion coefficient (Def) of 1.105.10%, 6.58.107 , 3.25.107 cm’/s were
determined using the experimental results and mathematical modeling

The trials on expanded bed with crude broth were carried out to determine the Richarson —
Zaki exponent (5.3) and terminal settling velocity (17.6 cm/min.). The studies of inulinase
adsorption performance were used to obtain the breakthrough curves and established the best degree
of bed expansion for enzyme recuperation. The inulinase was purified directly from an unclarified

broth in 74% with a purification factor of 10.4 for elution step.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

A modificacdo de alimentos e outros materiais por enzimas tem ocorrido espontanea
¢ deliberadamente por geragdes. Atualmente, a tecnologia enzimatica ocupa um lugar
preponderante em biotecnologia e destacando-se no setor alimenticio. Ao redor de 65% das
enzimas que se produzem industrialmente estdo relacionadas com a industria alimentar. O
tamanho do mercado das enzimas é dificil de estimar, primeiramente por razdes de indole
puramente comercial e também porque em VArios processos as enzimas sdo produzidas €
consumidas pela mesma empresa. A figura 1.1 mostra a situagdo do mercado internacional
quanto & distribuigdo de producdo de enzimas microbianas. A Dinamarca ocupa quase
metade do mercado com a companhia NOVO. No Japdo a produgdo de enzimas é uma das
4reas mais avangadas, sendo praticamente as empresas japonesas as lideres na produgéo de

enzimas em meio solido (Garibay et alii, 1993).

US.A.

JAPAO

DINAMARCA

FRANCA

RF.A.

HOLANDA

INGLATERRA

SUICA

OUTROS

Figura 1.1: Distribuicido do mercado ocidental de produgio de enzimas microbianas

(Garibay et alii, 1993).



CAPITULO 1: INTRODUCAO

Em func¢do da facilidade de produgdo, muitas enzimas sdo obtidas a partir de
fermentagGes microbianas, suplantando a produgZo de origem animal e vegetal. Isto se deve
ao fato de exigirem em geral um tempo curto de producdo, poderem ser obtidas em
qualquer época do ano e utilizarem substratos normalmente de baixo custo. Neste contexto
se encontram as inulinases, enzimas usualmente classificadas como 2,1 B-D-frutano
frutohidrolase ( EC 3.2.1.7). Estas enzimas sdo potencialmente uteis na producdo de
xaropes com alto teor de frutose (Ettalibi & Baratti, 1987) e na producdo de
oligossacarideos (Kim et alii, 1997).

O processo de produgdo de frutose por hidrolise da inulina é mais desejavel
comparado com o processo convencional no qual frutose é produzida a partir de amido.
Frutose pode ser obtida por ac@o da inulinase através de uma reagdo enzimstica simples, na
qual sdo formados produtos com 95% de frutose. Por outro lado, a produgdo convencional
de frutose a partir do amido precisa de trés etapas enzimaticas incluindo a agfo da a-
amilase, amiloglicosidase e glicose isomerase, produzindo solugdes com apenas 45% de
frutose no melhor caso, pois o equilibrio termodindmico entre glicose e frutose é proximo de
50% de glicose e 50% de frutose (Kim & Rhee, 1989).

Os oligossacarideos sio carboidratos formados de 3 a 10 unidades de monémeros de
hexoses que podem ser encontrados em produtos vegetais (frutas e legumes), em leite e mel
na forma livre ou combinada. Sua utilizagdo como alimentos funcionais é proposta desde
1980, sendo que sua importéncia consiste no estimulo da producdo de bifidobactérias. Em

fun¢do disso sdo denominados como agentes “probidticos” .

Os frutooligossacarideos representam um dos principais oligossacarideos da classe
dos bifidogénicos, em termos de produ¢do. Normalmente sio produzidos por dois
processos, que ndo apresentam diferencas significativas no produto final. No primeiro
processo, a sacarose ¢ utilizada como substrato, obtendo como produto
frutooligossacarideos de 2 a 4 unidades fructosil com ligagdes B-(2-1), com um residuo a-

D-glicosil terminal, conhecidos como kestose, nistose e 1-frutosilnistose. O segundo

9]



CAPITULO 1: INTRODUCAQ

processo constitui-se na hidrélise enzimatica da inulina, através das enzimas denominadas

inulinases, produzindo frutooligossacarideos de cadeia longa (Crittenden & Playne, 1996).

As inulinases podem ser obtidas de tubérculos e raizes de plantas que contém inulina,
ou através de microrganismos como bactérias, fungos ¢ leveduras. Dentre as leveduras,
aquelas pertencentes ao género Kluyveromyces tém despertado grande interesse industrial
devido as suas caracteristicas fisiologicas, reconhecidas como seguras e aceitas pela FDA

(“Food and Drug Administration”).

Na producdo de enzimas através de processos biotecnoldgicos, apos a fermentagdo,
dependendo da aplicagdo, sdo necessarias operagoes de purificagdo que devem ser incluidas
no custo final do produto. Para minimizar estes custos ¢ importante a escolha de métodos de
separacdo e purificagdo adequados, € 0 estudo de sua otimizag¢do, de modo a se obter um

bioproduto comercialmente viavel.

O caldo proveniente do fermentador € composto por uma mistura aquosa de células,
produtos extra e intracelulares e ainda substratos e componentes ndo convertidos. A
recuperagio e purificagio de proteinas envolve em sua maioria operagdes de separagdo
solido-liquido, como centrifugacdo ¢ filtragdo, clarificando o caldo bruto, que ¢

posteriormente passado em uma coluna cromato grafica.

O desenvolvimento de métodos que levem  eliminagéo destas etapas de clarificagao
tem sido estudado, pois estes reduziriam o tempo global de processamento, com aumento da
produtividade. O aumento do nimero de etapas de purificagdo aumenta igualmente o custo
e decresce o rendimento de recuperagdo do produto (figura 1.2) (Garibay et alii, 1993).
Além disso, uma recuperagdo primaria rapida poderia separar a proteina de interesse de
condigdes prejudiciais do processo @ sua estabilidade, como agdo de proteases e outras
enzimas ou fatores oxidantes. Industrialmente, a eliminacdo de etapas no processo de
purificagdo pode vir a viabilizar ndo s6 tecnicamente, mas economicamente a introdugéo de

um produto no mercado.
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Um processo que vem recebendo atengdo ultimamente € a adsor¢do de proteinas na
presenga de biomassa através do uso de leito fluidizado, particularmente o uso de leito

expandido.

A adsor¢do em leito expandido envolve etapas de clarificagdo, concentragdo e
purificagdo em uma tinica operag@o. O uso de adsorvente com densidade controlada permite
obter um leito estdvel, com cada particula mantendo uma posigdo discreta no leito com um
pequeno movimento circular. Deste modo, este processo, comparado com o leito fluidizado,
apresenta uma maior capacidade de adsor¢do, com o leito expandido se comportando como

um reator tubular durante a aplicag@o da alimentacdo (Snow, 1994).

100
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Figura 1.2: Relag¢do entre o nmimero de passos de um processo de purifica¢io, o

rendimento por etapa e o rendimento global do processo (Garibay et alii, 1993).
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1)

2)

3)

4)

5)

No presente trabalho, as seguintes etapas foram realizadas:

Otimizagdo das condi¢des de fermentagio em frascos agitados: para este estudo foram
realizados 2 planejamentos fatoriais, sendo o primeiro um fraciondrio para avaliar os
efeitos das concentragdes de sacarose, de extrato de levedura, de peptona, de K;HPO, e
do pH. No segundo planejamento foi realizado um fatorial completo para definir as
concentra¢des de sacarose, peptona e extrato de levedura e assim otimizar a produgdo

enzimatica.

Otimiza¢do das condicdes de atuagdo da enzima: utilizou-se para tanto dois
planejamentos experimentais de primeira ordem e dois planejamentos de segunda ordem.
Nos dois primeiros foram avaliados os efeitos da concentragio de substrato (sacarose ou
inulina), do pH e da temperatura na atividade enzimética. Nos planejamentos completos
de segunda ordem foram avaliados os efeitos do pH e da temperatura, sendo que em um
planejamento utilizou-se sacarose (2% m/v) como substrato e em outro inulina (2%), de

modo a otimizar as condi¢des de atuagdo da enzima.

Determinacdo experimental dos pardmetros cinéticos de adsor¢do e determinacdo da
isoterma de equilibrio. Obteve-se a isoterma que mais convenientemente descreve a
adsor¢io da inulinase a partir do caldo bruto clarificado e determinaram-se os

parametros cinéticos (k; e k) e os de transporte de massa (Der € Ky).

Escolha das condigdes de elui¢do utilizando leito fixo. A enzima inulinase foi purificada
através de uma coluna de leito fixo contendo resina Streamline SP, onde foram
estudados na eluigdo, a influéncia da velocidade de alimentagdo, o pH do tampdo salino,
a concentracdo salina empregada e o tipo de eluicdo (gradiente linear crescente e
degrau).

A coluna cromatogréfica de leito expandido foi colocada em operagdo para estudo do
comportamento hidrodindmico. Foram investigadas as caracteristicas de expansdo do
leito utilizando-se caldo bruto néo clarificado como liquido de fluidiza¢do, determinado-
se o coeficiente de Richardson — Zaki e a velocidade terminal.



CAPITULO 1: INTRODUCAO

6) Obtengdo das curvas de ruptura operando a coluna de leito expandido para verificagdo
da influéncia do grau de expansdo, da presenga de células e da atividade inicial na

adsorcio da enzima.

7) Operagio do leito expandido, com as condigdes estabelecidas, para purificagdo da

inulinase diretamente do caldo fermentado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Inulina

Inulina ¢ o mais conhecido dos gluco-frutosanos. Estes sdo polimeros de D-frutose
0s quais possuem um residuo de D-glicose em uma de suas extremidades. Na inulina as
unidades de frutose sdo unidas por ligagdes B 2,1 formando uma cadeia linear conforme
apresentado na figura 2.1. Aproximadamente 30 unidades de frutose formam uma cadeia,
porém o comprimento médio varia em fungdo da planta e da esta¢do do ano (Vandamme &
Derycke, 1983).

0
HOCH,
OH
B o
HOCH,
n=30
OH
Clﬂz
0|H | o
o
HOCH,
OH
l CH,0H
I |
OH

Figura 2.1: Formula estrutural da molécula de inulina (Vandamme & Derycke, 1983).
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Uma fonte interessante de inulina é a alcachofra de Jerusalém, a qual contém um
polifrutano (aproximadamente 75 — 80% massa seca) com um grau de polimerizagdo de 3 —
30 unidades (Manzoni & Cavazzoni, 1992). Inulina também € abundante em raizes de
chicéria e délia (Elyachioui et alii, 1992).

Inulina pura € insolivel em agua fria, mas pode ser dissolvida em agua quente
(Zittan, 1981). Na 4gua a temperatura de 55 °C é 5% solivel. Seu peso molecular varia
geralmente entre 3500 e 5500 Da (Vandamme & Derycke, 1983), podendo alcangar 6000
Da (Zittan, 1981), diferencas estas provenientes da variagdo no comprimento da cadeia. A
hidrélise da inulina pode ser feita em meio acido (pH 1-2), a temperatura de 80 a 100°C. No
entanto. a estas condi¢des de pH e temperatura, a frutose liberada é facilmente degradada,
com a formagdo de subprodutos na forma de anidrido e coloragdo indesejada, que reduzem a
qualidade do produto. A hidrélise enzimatica é uma alternativa muito mais interessante,
podendo ser realizada em condigdes mais brandas de pH e temperatura, porém leva mais
tempo para uma hidrélise completa (Barthomeuf er alii, 1991).

2.2 Inulinases

Enzimas microbianas podem ser classificadas em trés maiores campos de aplicagdo:
aquelas que podem ser utilizadas na sintese de compostos uteis; outras que podem
estereoespecificamente realizar importantes reagdes de bioconversdo; e algumas que

hidrolisam polimeros em monémeros de interesse (Vandamme & Derycke, 1983).

As enzimas apresentam diversas propriedades que as tornam interessantes para uso
como biocatalisadores. Entre elas, o fato de poderem atuar em condi¢6es brandas e de uma
maneira estereo-seletiva. Neste contexto se encontram as inulinases que podem ser utilizadas

em processos de hidrdlise da inulina e na sintese de oligossacarideos.

Diversas inulinases microbianas tém sido parcialmente purificadas e suas
propriedades foram revisadas por Vandamme & Derycke (1983). Em contraste com as

enzimas de plantas, inulinases microbianas apresentam atividade sobre a sacarose, bem como
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sobre a inulina. Usualmente, inulinases sdo classificadas como 2,1 - B - D frutano
frutohidrolase (EC 3.2.1.7), mas a diferenga com invertase (EC 3.2.1.26) néo é clara para
enzima microbiana. E geralmente aceito que a taxa de atividade sobre a sacarose em relagdo
a inulina (S/I) caracteriza a enzima: para uma inulinase a taxa S/I é menor do que 100
(Ettalibi & Baratti, 1987).

2.2.1 Microrganismos produtores de inulinase

As mulinases podem ser obtidas a partir de tubérculos e raizes de plantas que contém
inulina (Vandamme & Derycke, 1983) ou através de microrganismos como fungos
(Barthomeuf ef alii, 1991; Poorna & Kulkarni, 1995), bactérias (Efstathiou et alii, 1986 e
Belamri et alii, 1994) e leveduras (Grootwassink & Fleming, 1980; Manzoni & Cavazzoni,
1988; Rouwenhorst et alii, 1990; Hensing et alii, 1994; Gupta et alii, 1994 e Santos, 1998).
Dentre os microrganismos, as leveduras tém sido muito estudadas para a producdo de
inulinase, pois oferecem vantagens sobre os fungos no processo de fermentag¢do devido a sua
natureza unicelular. As do género Kluyveromyces possuem o “GRAS” (“generally regarded
as safe”) (Spiegel ez alii, 1994) que as faz aceitas pela FDA (Food and Drug Administration)
para a producdo de compostos farmacéuticos e alimenticios (Hensing et alii, 1994).

2.2.2 Producio de inulinase

Grootwassink & Fleming (1980) produziram inulinase a partir de fermenta¢io com
Kluyveromyces fragilis ATCC 12424 . Utilizaram meio complexo, contendo uma fonte de
carbono, dalia ou sacarose. e extrato de levedura, como fonte de nitrogénio, vitaminas e
nutrientes inorganicos. Escolheram para fermentagdes em batelada e continuas uma
temperatura de 30 °C. Na fermentagdo em batelada a produgéo de inulinase total atingiu um
maximo de aproximadamente 40.000 pg/ min. mL de hexose, apoés 17 horas. O meio

consistiu de 2 % de inulina e 1% de extrato de levedura, com uma aeragido de 2 ml/min e
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500 rpm, o pH se manteve em valores favoraveis de 5,5 a 6,5. A utilizagdo de sacarose

levou a uma produgdo 80% menor de inulinase.

Rouwenhorst er alii (1988) utilizaram K. marxianus var. marxianus CBS 6556 para
obtengdo de inulinase. Utilizaram para tal, um meio sintético, onde testaram diferentes
fontes de carbono (glicose, frutose, lactose, sacarose, inulina e glicerol) que foram
adicionadas para fornecer ao final 2.5 g/l. Os cultivos foram a 40°C, 50 a 70% de ar
saturado e pH 4,5. Em culturas continuas. os maiores rendimentos de inulinase total foram
obtidos utilizando-se sacarose ou inulina como substrato limitante. Os niveis de inulinase em
culturas no quimiostato, em condi¢bes de Ilimitagdo de sacarose, foram altamente
dependentes da taxa de dilui¢do (D). Os valores decresceram de um méaximo de 52 U/mg
cel. secaaD=0,1h" para2 UmgaD=0,8h".

Gupta et alii (1994) produziram inulinase de Kluyveromyces fragilis (NCIM 3217),
sendo que a maxima atividade foi atingida ap6s 36 horas de fermentagdo, em um meio
contendo 1% de inulina como fonte de carbono, a 25-27°C. Apés estudos do crescimento
em meios contendo diferentes fontes de carbono: 1% de frutano, 1% de sacarose, 1% de
frutose ou 1% de glicose, verificaram que a maxima produgdo de inulinase foi com o meio
contendo 1% de frutano, seguido daquele contendo sacarose. Em testes feitos com meios
contendo diferentes fontes de nitrogénio, observaram que peptona forneceu os melhores
resultados. No estudo do efeito da adi¢do de fosfatos inorgénicos, observaram que a adi¢do
de NaH,PO; (0,25% (m/v)) e de KH,PO4(0,25% (m/v)) em meio contendo 1% de inulina,
conduziu a um aumento significativo na produgdo de inulina extracelular. A méxima
atividade observada sobre a inulina foi de 7 unidades/cm’, com 36 horas de crescimento,
havendo ap6s um declinio deste valor, devido provavelmente a desnaturagdo da enzima

presente no meio por proteases secretadas pelo microrganismo.

Na produgdo continua de inulinase por Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16046, em
meio com limitacdo de carbono, Kushi er alii (1996) verificaram que, 2 medida em que a
taxa de diluicdo aumenta, as fragdes de enzima encontradas no sobrenadante e ligadas a
célula diminuem, com um consequente aumento da fragdo ligada a parede celular. A

atividade total diminui com o incremento da taxa de diluicdo. Este fato sugere que a sintese

10
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de inulinase em fermentac¢do continua ¢ regulada pela concentragdo de agtcar residual no

meio de cultura.

Schneider (1996) estudou a produgdo de inulinase por Kluyveromyces marxianus
ATCC 36907 e constatou que a faixa de temperatura de 32-37°C foi a que proporcionou
melhor crescimento celular e atividade enzimatica total. O controle de pH do meio em 4,5
foi favoravel comparado ao meio sem controle. A influéncia da concentracdo inicial de
substrato foi estudada entre 10 e 60 g/L. Os resultados mostraram que concentragdes de
inulina acima de 20 g/L ndo sdo favoraveis a producéo de enzima. A utilizagdo de bacto
peptona ndo foi imprescindivel & formagdo de enzima. No entanto, a presenca de extrato de
levedura ¢ fundamental para o crescimento e, também no processo de formagdo da enzima.
Concentragdes crescentes de uréia ou sulfato de aménio ocasionaram uma diminui¢éo na
formagéo de células e na sintese de inulinase. Valores crescentes do coeficiente volumétrico
de transferéncia de oxigénio (21 a 89 h') foram favoraveis a formagdo de biomassa e a

sintese de inulinase.

Santos (1998) trabalhou com trés meios distintos, para obtengdo de inulinase a partir
de fermentacdo com Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045. Optou pelo que continha 30
g/L de sacarose, 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 5.0 g/l de K;HPO,,
sendo o pH inicial de 3,5. Obteve uma atividade final de 7,54 UI/mL e boa reprodutibilidade
quando comparado ao meio que continha 4gua de maceragdo de milho e melago, apesar
deste wltimo em algumas fermentagdes atingir maior atividade. As condigdes da fermentagéo
foram temperatura de 30°C, aeragio 0,2-0.3 vvm, agitagdo moderada e tempo de
fermentagdo de 18 horas.

Assim, sdo encontrados na literatura estudos de varias varidveis como fonte de
carbono, nitrogénio, sais, pH, temperatura, aeragdo e agitagdo dentre outros, como fatores
importantes na produgdo de inulinase. No entanto, em nenhum destes estudos foi realizado
um planejamento fatorial levando-se em consideragdo varias variaveis a0 mesmo tempo. A
analise multivariavel permite avaliar efeitos sinérgicos e antagdnicos entre elas e
conseqiientemente as melhores condigdes que levem a otimizagdo da produgdo dentro das

condicdes estudadas.

11
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2.2.3 Caracterizagdo da inulinase

Segundo Vandamme & Derycke (1983), a temperatura média 6tima para a atividade
de inulinase é de 50°C. A temperatura de 60°C parece favoravel industrialmente, por
combater contaminagdo dos reatores e aumentar a solubilidade da inulina. Considerando a
estabilidade da enzima como uma fun¢do da temperatura, tem-se observado uma répida
desnaturagio quando se passa do valor 6timo. Com respeito ao pH 6timo para a atividade
da inulinase, este est4 por volta de 4,5-5,0. A inulinase ¢ aparentemente estavel a um pH de
4,0-6,0.

Com respeito ao peso molecular, Gupta ef alii (1994) determinaram um valor de 250
+ 10 kDa para a inulinase de Kluyveromyces fragilis (NCIM 3217). A enzima apresentou
maxima hidrolise da inulina a 55°C e na forma purificada apresentou um 6timo de hidrolise
da sacarose a 55°C também. Os preparados de inulinase na forma crua, purificada e
imobilizada apresentaram um pH 6timo de hidrdlise a 5,5, sendo que a forma purificada
apresentou maxima atividade hidrolitica sobre a sacarose em um pH de 4.,5. Para a
temperatura de 50°C, os tempos de meia vida para as formas crua, imobilizada e purificada
foram 34 h, 36 h e 10-12 horas, respectivamente, e para a temperatura de 60°C, os tempos

de meia vida foram de 17 min, 5 min e 3-4 minutos, respectivamente.

Kushi et alii (1996) caracterizaram a enzima obtida de Kluyveromyces bulgaricus
ATCC 16046 e verificaram um valor de 30,1 KDa para o peso molecular e um pH étimo de
4,6 para hidrolise da sacarose.

Guerrero et alii (1995) caracterizaram a inulinase obtida de K. marxianus CDBB-L-
278 com respeito a atividade sobre a inulina e a sacarose e observaram que o pH 6timo foi
de 5,0 para ambos os substratos e a temperatura 6tima foi 50°C para a inulina € 70°C para a
sacarose. Quanto a estabilidade, a enzima foi estavel a 50°C, porém o mesmo ndo ocorreu a

60 e 70°C.

Segundo Schneider (1996) a enzima produzida por K. marxianus ATCC 36907

apresentou uma atividade 6tima sobre a inulina em temperaturas de 50-60°C e pH de 4,5 a

12



CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

6,0. Estes valores baixos de pH s@o atrativos para a industria pois diminuem o risco de
contamina¢do microbiana. Quanto a estabilidade, a enzima extracelular foi estavel em
temperaturas inferiores a 55°C e¢ na faixa de pH entre 3,0 e 7,0, enquanto a enzima
periplasmatica mostrou-se mais sensivel a influéncia da temperatura, comegando a perder

atividade acima de 45°C.

Rouwenhorst et alii (1988) trabalhando com inulinase de Kluyveromyces marxianus
CBS 6556 verificaram que a enzima apresenta uma temperatura 6tima para a atividade de
70°C atuando sobre a sacarose e 50°C sobre a inulina, e um pH de 3,5 para a sacarose e 5,0
para a inulina. Quanto a estabilidade, nenhuma perda de atividade foi observada quando
preparados de inulinase foram incubados por 8 horas a 50°C, porém a 60°C, o tempo de

meia vida foi de 30 minutos.

Costa (1986) trabalhando com Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 caracterizou
a enzima produzida, até entdo denominada invertase. Estudos posteriores (Santos, 1998)
mostraram que esta enzima também atuava sobre a inulina com valores de S/I baixos e que
poderia ser denominada inulinase. O pH e temperaturas 6timos de atuagdo da enzima sobre a
sacarose foram ao redor de 4,0 e 50-60°C, respectivamente. Quanto a estabilidade, a enzima
perde rapidamente atividade acima de 60°C e tem um pH 6timo ao redor de 5.0, sendo que

entre 4,0 ¢ 8,0 conservou 95% da atividade apos 6 horas de incubag@o.

Conforme se verifica, as condi¢bes de temperatura de atuagdo da enzima inulinase
sdo diferentes conforme o substrato utilizado. Quando sacarose € utilizada a temperatura
otima (cerca de 70 °C) € superior & quando se utiliza inulina (50 a 55 °C) como substrato.
Valores reportados de pH 6timo estdo principalmente entre 4,5 e 5,5. Quanto a estabilidade,
a enzima perde atividade rapidamente acima de 60°C. Como pode ser verificado ¢
importante um estudo sistematico destes pardmetros para avaliar o efeito de interagdo
existente entre elas para melhor avaliagdo da atuagdo da enzima com que se trabalba para
poder obter uma maior eficiéncia em sua aplicagdo, seja atuando sobre a sacarose ou sobre a
inulina.

13
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2.3 Purificacio

As vendas estimadas de produtos biotecnolégicos em 1991 foram de USS$ 9 bilhdes
nos Estados Unidos, Alemanha, Franga e Inglaterra. E estimado que no ano 2000 as vendas
no mundo de produtos biotecnolégicos serdo de US$ 100 bilhdes (Burril & Roberts, 1992).

Conforme Knight (1989), os custos de biosseparagdo tém representado 50 a 80% do
custo de producdo, sendo a cromatografia freqiientemente o processo mais caro no
protocolo de separagdo. Spalding (1991) também salienta que os custos do processo de
recuperagdo e purificagdo representam pelo menos metade do custo total de produgdo de

uma droga, proteina ou produto biologico.

Para se reduzir custos de produgdo € necessario melhoras nos equipamentos do
processo de recuperagdo e purificagdo. Precisa-se analisar melhor € entender as diferentes
particularidades envolvidas no processo (Sadana & Beelaram, 1994).

Segundo Bailey & Ollis (1986) a seqiiéncia de operagdes tipicas para obter um
produto altamente purificado € a seguinte:

a) Remogdo de particulados: através de operagdes como filtragdo, centrifugagdo, ou ainda

sedimentacdo e decantacao.

b) Isolamento primario: utiliza-se métodos como extragdo por solvente, precipitacdo,
sorgdo, ultrafiltragdo. Esta etapa pode resultar em consideravel aumento da concentragao

de produto, o que facilita as etapas seguintes de purificagio.

¢) Purificagdo: estes processos sdo mais seletivos e incluem precipitagdo fracionada,

cromatografia e adsorg¢do.

d) Isolamento do produto final: este Gltimo passo deve fornecer o produto desejado na
forma que se deseja comercializar. Pode-se ter nesta etapa centrifuga¢do e subsequente
secagem de produto cristalizado, liofilizagdo, “spray drying” ou ainda remog@o por

solvente organico.
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O item de remocdo de particulados pode ndo ser necessario caso a etapa
cromatografica possa operar com o caldo bruto proveniente dos bioreatores sem prejuizos

ao processo. Este € o caso dos processos com leito expandido.

2.3.1 Métodos cromatograficos

Em biotecnologia, a operagdo cromatografica significa freqlientemente selecionar
uma proteina ou peptideo a partir de uma alimentagdo complexa, tal como caldo proveniente
da fermentag¢do. Os métodos cromatrograficos sdo diversos, € a maioria pode ser modificada
para ajustar um objetivo particular. As proteinas podem ser separadas da solugdo devido ao
tamanho, forma, grupos hidrofobicos e solubilidade. Proteinas também podem ser
purificadas através de interagdes de superficie bioespecificas. A cromatografia por afinidade,
baseada neste fendmeno de superficie fornece uma purificagdo muito especifica (Knight,
1989).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separa¢do dos componentes de uma
mistura, realizada através da distribui¢do destes componentes entre duas fases, que estdo em
contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria enquanto a outra move-se atraves
dela. Durante a passagem da fase mével sobre a fase estacionaria, os componentes da
mistura sdo distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes €
seletivamente retido pela fase estaciondria, resultando em migragdes diferenciais destes
componentes (Collins, 1995).

Na cromatografia, o fluido com multiplos componentes € separado em solugdes de
soluto puro (ou aproximadamente). Moléculas, tais como proteinas, t€ém tendéncia variada
de serem adsorvidas em materiais como amido, terra diatomacea e gel de poliacrilamida.
Cada proteina move-se a uma velocidade efetiva que ird diminuir a4 medida em que a

propensdo da proteina ser adsorvida aumenta (Bailey & Ollis, 1986).

Chase (1984 b) coloca que, se a ligagdo do produto desejado (adsorbato) no suporte

(adsorvente) é suficientemente forte, os demais compostos da mistura de alimentagdo podem
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ser lavados sem perda de adsorbato. Ao alterar-se as condigdes fisico-quimicas, o adsorbato
pode ser subseqiientemente removido do adsorvente. Este estagio € conhecido como eluigéo
ou dessor¢ao. Apos a eluigdo, o adsorvente pode ser regenerado e usado em outro ciclo de

operagdo.

2.3.1.1 Classificagdes da cromatografia

A classificagdo mais importante segundo Collins (1995), baseia-se nos mecanismos

de separagdo, que podem ser fisicos, quimicos ou mecanicos.

a) Fisicos: sor¢do (adsorgdo ou absorgdo). Baseados em atragdes eletrostaticas ou dipolares

(forgas de Van der Waals), incluindo pontes de hidrogénio.

b) Quimicos: cromatografia de troca idnica e de afinidade. No primeiro caso, tem-se
trocadores aniénicos com sitios ativos carregados positivamente, retendo anions, € 0s
trocadores catiénicos, com sitios ativos carregados negativamente que retém cations. No
segundo caso, tem-se grupos com especificidade biologica, quimicamente ligados as

matrizes.

¢) Mecanico: cromatografia por exclusdo. A fase estaciondria ¢ uma matriz de composi¢éo
inerte. As moléculas sdo separadas porque as menores penetram nos poros da fase

estacionaria.
Exemplos dos mecanismos citados podem ser vistos na figura 2.2.

Conforme Freitag & Horvath (1995), a cromatografia de adsor¢do € baseada na
distribui¢io de cada substancia entre a fase estaciondria e a fase movel devido a interagdes

entre os componentes e a superficie cromatografica.
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d
Figura 2.2: Esquema dos mecanismos de a: adsorcdo, b: parti¢io, c: troca ibnica, d:

bioafinidade e e: exclusdo (Collins, 1995).

A cromatografia de adsor¢@o é baseada na interagdo do composto com a superficie
por forgas de Van der Waals. Este método ¢ frequentemente usado para isolamento e

purificagdo de produtos de fermentaggo lipofilicos ou hidrofilicos (Voser, 1982).

Quando a fase estacionaria ¢ um liquido espalhado na superficie de um suporte
solido e inerte, ou nas paredes do tubo cromatografico, o processo € intrafacial, ocorrendo
por absorgdo, ou parti¢do, e que se baseia nas diferentes solubilidades dos componentes da
amostra na fase estaciondria. A volta dos componentes a fase movel depende de sua
volatilidade (fase movel gasosa) ou de sua solubilidade nesta fase (fase movel liquida)
(Collins, 1995).

Na cromatografia por troca idnica, a solugdo com o composto desejado passa
através de uma coluna contendo a resina de troca idnica. A resina pode ser catibnica ou

anionica. A proteina ficara ligada a resina através de forgas eletrostaticas. Apos, a coluna €
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lavada com um tampéo de maior forga ibnica, o que causa primeiro a liberagdo de proteinas
fracamente ligadas, seguido da liberagdo das moléculas firmemente ligadas, o que permite
separa-las. Os efluentes (eluentes) obtidos por lavagem sdo entdo coletados em pequenas

fracdes sob diferentes condigdes (Bailey & Ollis, 1986).

A base da cromatografia por afinidade é uma interagdo entre grupos ligados a fase
solida, chamada ligante, ¢ 4 molécula que se deseja purificar. O ligante é fixado
covalentemente a fase sélida ou matriz. Quando a mistura de componentes passa atraves da
coluna, somente o composto que possui afinidade biologica ao ligante imobilizado sera
fixado; os contaminantes, sem afinidade, sdo lavados da coluna (Singh & Singh, 1996).

Conforme reportado por Bjurstrom (1985), a cromatografia de exclusdo € uma
técnica que separa proteinas moleculares com base no tamanho. O método foi usado
inicialmente durante os anos 50. A técnica é baseada no principio de que pequenas
moléculas irdo penetrar a estrutura porosa do meio gel em maior extensdo do que moléculas

maiores, tendo desta forma um tempo de reten¢do mais longo.

Dentre os varios métodos cromatograficos de purificagdo Blanch & Clark (1997)
apresentam algumas caracteristicas e aplicagdes na purificagdo de produtos bioldgicos

(tabela 2.1)

2.3.2 Cromatografia por troca idnica

Na cromatografia por troca idnica, a fase estacionaria é altamente carregada, sendo
que solutos com cargas de sinal contrério a esta s3o seletivamente adsorvidos da fase movel.
Os solutos adsorvidos podem ser subseqiientemente eluidos, por deslocamentos com outros
fons, com o mesmo tipo de carga, porém com maior for¢a de interagdo com a fase

estacionaria (Collins, 19935).
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Tabela 2.1: Métodos cromatogrificos para a purificacio de produtos biologicos
(adaptado de Blanch & Clark, 1997)

Mecanismo de Tipo de cromatografia Caracteristicas Aplicacio
separacao
Carga Troca idnica A resolugio pode ser  E o método mais
alta largamente utilizado. E
Capacidade ¢ elevada s .efEt.N.o s
estagios iniciais quando
Velocidade pode ser largos volumes sdo
alta dependendo da manuseados. Pode ser
matriz utilizado em modo
batelada.
Interagdes de Van  Interagdo hidrofébica Resolugéo é boa Pode ser aplicado em

der Waals

Capacidade € boa
Velocidade ¢ alta

qualquer estagio, mas ¢
mais aplicado quando a
forca ionica € alta (apos
troca idnica ou
precipitagdo salina).
Possibilidade de alguma
desnaturagdo. Pode
envolver organicos
durante a eluigéo.

Tamanho e forma

Filtragdo em gel

Resolugdo moderada
para fracionamento.
Bom para troca de
tampdo e
dessalinizagéo.
Capacidade
relativamente baixa,
mas ¢ possivel altas
vazdes com alguns
tipos de

Fracionamento € melhor
para os ultimos estagios
de purificag¢do quando a
alimentacdo € menor.
Tampao pode ser
trocado em qualquer
momento.

empacotamento.
Afinidade biologica Afinidade Seletividade pode ser ~ Pode ser utilizado em
alta. qualquer estagio, mas
Capacidade pode ser 0s materiais s3o caros;
alta dependendo do melhor é utilizar
ligante. quando as proteinas
Velocidade € alta alimentadas e as

substancias que
entopem tenham sido
previamente reduzidas
por métodos mais
€condmicos.
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Na maioria dos processos, o passo inicial para purificagdo de proteinas envolve
cromatografia de troca iénica. As condi¢des de eluicdo sdo brandas, geralmente gradiente
salino a pH neutro na presenca de detergente ndo ibnico, que preservam a atividade

biolégica do componente sujeito & cromatografia de troca ionica (Knight, 1989).

Freitag & Horvath (1995) colocam que a cromatografia de troca ibnica € a
tecnologia mais largamente utilizada no preparo de proteinas seja em escala de laboratério
ou de produgdo. A recuperagdo da atividade biologica ¢ usualmente excelente. Na eluigdo, o
controle do pH da fase movel € muito importante visto que tanto a carga liquida da proteina

como a carga superficial dos trocadores idnicos fracos sdo dependentes do pH.

2.3.2.1 Matriz e grupos trocadores

A matriz de um trocador é constituida de um material poroso, natural ou sintético,
insolivel em agua e em solventes orgénicos, apresentando ligagcdes covalentes a grupos
trocadores i0nicos. As matrizes, quanto ao material que as formam, sdo classificadas em

inorgénicas e organicas, sendo naturais ou sintéticas.

Os tipos de grupos ligados a matriz classificam os trocadores ionicos em fortes,
médios e fracos. Os trocadores i6nicos fortes sdo aqueles completamente ionizados em
grande faixa de pH. A tabela 2.2 apresenta alguns tipos de trocadores baseados em
polimeros naturais (Collins, 1995).

Hjorth et alii (1995) testaram a resina STREAMLINE® DEAE e STREAMLINE SP
da Pharmacia em um leito expandido e compararam com um adsorvente convencional 4 base
de agarose (SP Sepharose® Fast Flow). A resina STREAMLINE foi desenvolvida para
utilizagio em leito expandido. A base da matriz é agarose e quartzo cristalino, cuja
vantagem € a alta biocompatibilidade da agarose e seus derivados e 0 aumento necessario da
densidade para o uso eficiente em leito expandido. Com o adsorvente STREAMLINE,

obtiveram menor expansdo do leito comparado ao adsorvente de agarose, com O mesmo
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tamanho de particula (100-300 pum) e contetido de agarose (6%), permitindo assim o uso de

maiores vazoes.

Tabela 2.2: Exemplos de trocadores baseados em polimeros naturais. (Fonte:

adaptada de Collins, 1995)

Tipo Sigla Denominacéo | Estrutara Matriz Exemplo Fabricante
Acido forte SP Sulfopropil -CH2-CH2-CH2-S03'H' Dextrano SP-Sephadex Pharmacia
Acido fraco cM Carboximetil -CH2-COOH" Dextrano CM-Sephadex | Pharmacia
Celulose Cellex-CM Bio-Rad
Base forte QAE Dietil-(2- -C2H4- Dextrano QAE- Pharmacia
hidroxipropil) N*(C2H5),CH2CHOHCH3CI Sephadex
aminoetil Celulose Cellex-QAE Bio-Rad
Base Dimetilamimnoetil e | -CH2-N(CH3)2 e Epoxipoliamina | Bio-Rex5 Bio-Rad
intermediana dimetilamino - | “CH2-N'(CH3),C2H40HCI
hidroxietil
Base fraca DEAE Dietilaminoetil Dextrano DEAE- Pharmacia
-CH2-CH2-N"H+(C2HS5)20H Sephadex
Agarose DEAE- Pharmacia
Sepharose
Agarose DEAE- Bio-Rad
BioGelA
Celulose DEAE- Pharmacia
Sephacel
Celulose Cellex-D Bio-Rad
ECTEOLA | Trietanolamina e | -CH2-N'(CZH40H)30H e | Celulose Cellex-E Bio-Rad
outras aminas | outros
higado a celulose
atraveés de cadeias
poliglicois

apresentadas nas tabelas 2.3 e 2.4, respectivamente.

As caracteristicas das resinas STREAMLINE DEAE ¢ STREAMLINE SP sio
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Tabela 2.3: Caracteristicas da resina STREAMLINE DEAE. (Fonte: adaptada de

Pharmacia Biotech, 1996)

Produto Descricio

Tipo de troca Fracamente anidnica

Grupo funcional -O-CH2CH2-N"(C2H5),H

Capacidade i6nica 0,13 -0,21 mmol Cl/ml de adsorvente

Porosidade 4 x 10° daltons (proteinas globulares)

Matriz Macroporosa, ligacdo cruzada, 6% de
agarose e contendo quartzo cristalino
central.

Forma da particula esférica. 100-300 um

Tamanho médio da particula 200 pm

Densidade média da particula aprox. 1,2 g/mL

Grau de expansdo a 300 cm/h 2-3

pH de estabilidade

Faixa de trabalho 2-13

Faixa de limpeza 2-14

Estabilidade quimica Todos os tampdes aquosos normalmente
utilizados
-NaOH 1M
-etanol 70%
-solventes organicos
Evitar
-agentes oxidantes

Estabilidade fisica a geragdo de finos em operagdo normal do
leito expandido € desprezivel. Evitar
operagdes cisalhantes de drenagem,
escoamento.

Capacidade de adsor¢do* no minimo 40 mg BSA/ml adsorvente

Estocagem etanol 20%

*capacidade de ruptura; 15 cm de altura de leito sedimentado, 300 crvh de fluxo, 50 mM

Tris-HCL pH 7.5.
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Tabela 2.4: Caracteristicas da resina STREAMLINE SP. (Fonte: adaptada de
Pharmacia Biotech, 1996)

Produto Descri¢io
Tipo de troca Fortemente cationica
Grupo funcional -Q-CH2CHOHCH20-CH2CH2CH2S0O3"
Capacidade idnica 0,17 -0.24 mmol H'/ml de adsorvente
Porosidade 4 x 10° daltons (proteinas globulares)
Matriz macroporosa, ligagdo cruzada, 6% de
agarose e contendo quartzo cristalino
central.
Forma da particula esférica, 100-300 pm
Tamanho médio da particula 200 pm
Densidade média da particula aprox. 1.2 g/ml
Grau de expansdo a 300 cm’h 2-3
pH de estabilidade
Faixa de trabalho 3-13
Faixa de limpeza 3-14
Estabilidade quimica Todos os tampdes aquosos normalmente
utilizados
-NaOH 1M
-etanol 70%
-solventes orgénicos
Evitar
-agentes oxidantes
-exposicdo longa (lsemana, 20°C) a
pH<4
Estabilidade fisica a geragdo de finos em operagdo normal do
leito expandido € desprezivel. Evitar
operagdes cisalhantes de drenagem,
escoamento.
Capacidade de adsor¢do* no minimo 60 mg lisozima/ml adsorvente
Estocagem acetato de sodio 0,2M em etanol 20%

*capacidade de ruptura; 15 cm de altura de leito sedimentado, 300 cm/h de fluxo, 50 mM
fosfato de sodio, pH 7.5.

2.3.2.2 Purificacio de inulinase

Kushi ef alii (1996) obtiveram inulinase a partir de fermentagdo com Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16046. A enzima foi inicialmente dialisada e liofilizada, obtendo-se um
fator de purificagdo de 10,2 vezes. Apds a amostra passar por resina DEAE-Trisacryl, a
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mesma foi novamente dialisada e liofilizada, com um fator final de purificagdo de 34 vezes.
O tampdo utilizado na cromatografia foi fosfato de sodio 5 mM e a eluigdo foi feita com
gradiente salino de 0,3M.

Guerrero et alii (1995) produziram inulinase por fermentacdo com K. marxianus
CDBB-L-278, em meio contendo 1% de inulina. As células foram separadas por
centrifugac¢do (3500 rpm, 10 min). A inulinase extracelular foi recuperada do sobrenadante
por precipitagdo com acetona a 0°C, adicionando-se o solvente lentamente a 44% (v/v). O
precipitado foi filtrado através de filtro de papel e entdo suspenso em tampéo acetato (0,01

M, pH 5,0) e dialisado contra 0 mesmo tampé@o por 24 horas a 4°C.

A inulinase produzida por Gupta er alii (1994) foi obtida através de K. fragilis
(NCIM 3217). O meio apés fermentagdo foi centrifugado a 4°C e ao sobrenadante frio,
foram adicionados 2 volumes de etanol (95%). O precipitado foi coletado por centrifugacdo
e entdo dissolvido em tampdo acetato de sédio 50 mmol/dm’ (pH 5.4). A inulinase foi
posteriormente purificada em Sephadex G 200, DEAE - celulose e CM - celulose. Apos a
precipitacdo com etanol e passagem nas colunas, o fator de purificagdo foi de 26,5 vezes
para a inulinase. A enzima da coluna contendo DEAE - celulose foi eluida com 0,1 mol/dm’
de tamp3o acetato de sddio (pH 5.4).

Pessoa et alii (1996) purificaram inulinase, obtida por fermentagdo com Candida
kefyr, em coluna contendo STREAMLINE DEAE. Verificaram que o pH mais apropriado
foi entre 6,5 e 7,5; utilizando tampdo Tris - HCI ( 20 mM). A eluiggo foi realizada com NaCl

0,5 M em tamp3o. Nos testes em leito expandido, obtiveram uma purifica¢@o de 5,8 vezes.

A inulinase obtida por fermenta¢do com Kluyveromyces fragilis ATCC 12424 foi
purificada por Grootwassink & Fleming (1980) através de autolise (13h. 50°C, pH 5-6),
seguido de ultrafiltragdo e precipitacdo com acetona, obtendo 83% de rendimento € um
fator de purificagdo de 6 vezes.

Santos (1998) trabalhando com inulinase de Kluyveromyces bulgaricus purificou a
enzima através de precipitagdo em etanol 70%, ressuspensdo do precipitado em tamp@o

fosfato 0,05 M, pH 5.2 e posterior passagem da amostra em coluna de troca anidnica Q-
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Sepharose Fast Flow. A elui¢do da enzima foi feita com gradiente salino em tampéo fosfato
0,05M pH 7.5. Ao final, o fator de purificagdo foi de 9.2 vezes ¢ a recuperagdo da enzima de
52%.

Através da analise dos trabalhos relatados na literatura sobre a purificagdo de
inulinase, observou-se que na maioria deles, varias etapas de recuperagdo ¢ purificagdo sdo
realizadas para a obtengdo da enzima purificada, processos estes que encarecem o valor do
produto final. Assim, alternativas como o uso de leito expandido, que elimina etapas
preliminares pela utilizagdo direta do caldo bruto, possui um apelo industrial muito
promissor e atraente, pois reduz o tempo total de processo (ganhos de produtividade), bem

como conduz a um aumento da eficiéncia global .

2.3.3 Adsorcio em coluna de leito expandido
2.3.3.1 Generalidades

Adsor¢io em leito expandido € uma operagio unitaria de recuperagdo de
bioprodutos presentes em caldos brutos ndo clarificados. Em processos em que 0 produto €
extra celular, esta operagio ocorre logo apos a fermentagéo, e no caso de intracelular logo

apos a ruptura das células (Snow, 1994).

Tradicionalmente, a adsor¢do de proteinas a partir de meios fermentados é feita em
leito fixo (adsor¢do), onde o liquido precisa passar por um tratamento prévio para remo¢ao
de particulados. A aplicagdo de uma alimenta¢do contendo particulados em leitos fixos
convencionais de adsorvente, resulta em severos problemas operacionais como resultado da
retengdo de particulados no leito. Estes problemas proporcionam um aumento na queda de
pressdo através do leito e a formag@io de uma torta na entrada. No caso da utilizagdo de
leitos expandidos, o caldo bruto resultante da fermentagdo pode ser utilizado diretamente,
sem clarificagdo prévia, com o material particulado passando através do leito sem ser retido,

conforme pode ser observado na figura2.3 (Chase & Draeger, 1992). Além disto, este

25



CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

processo resulta em um mimero menor de passos e pode conduzir a menores perdas do

produto desejado.

A

4—— TORTA DE
CELULAS

Figura 2.3: Principio do uso de leito expandido para adsor¢io de proteinas na
presenca de particulados. O esquema mostra a formacao de torta de células quando se
trabalha com leito fixo (A) e a auséncia de tal problema quando leito expandido é

utilizado (B) (adaptado de Chase & Draeger, 1992).
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2.3.3.2 Processo de adsorgio em leito expandido

Conforme exposto por Chang er alii (1993), a seqiiéncia de eventos na operacdo de
um leito fixo e de um processo de purificagdo utilizando leito expandido sdo similares.
Primeiramente, hd um estagio de contato entre adsorvente e adsorbato. Se isto ocorre em
um leito expandido, € importante determinar as caracteristicas de expansdo do leito: como a
altura do leito varia com a vazdo do liquido de entrada e como esta expansdo € afetada
quando solugdes contendo particulados sdo usadas. Em segundo lugar, existe o
questionamento se o processo de adsorgdo difere quando ocorre em um leito expandido.
Este aspecto € convenientemente abordado determinando-se a curva de ruptura. Num

terceiro momento, verifica-se como o processo de adsor¢@o ocorre na presenga de células.

A figura 2.4 (adaptada de Frej et alii, 1994) apresenta o principio basico de adsorgéo
em leito expandido. O leito ¢ primeiramente estabilizado com uma solugdo tampao, quando
isto ocorre, passa-se o caldo bruto, ndo clarificado, na mesma vazido que permitiu a
estabilizagdo. Segue-se entdo uma lavagem com tamp@o até que a leitura a 280 nm retorne a
linha base, a bomba é entdo desligada permitindo que o adsorvente assente. O adaptador ¢

empurrado até o topo do leito e a elui¢do € iniciada.

RESINA
SEDIMENTADA

Figura 2.4: Principio basico da adsorc¢do em leito expandido. As quatro colunas
mostram os diferentes estigios de operacdo. A seta indica a direcdo do escoamento

(adaptado de Frej et alii, 1994).
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Chang et alii (1993) reportam que € melhor utilizar, para a etapa de lavagem, o
tampdo juntamente com 25% de glicerol. 0 que promove a retirada de células sem
desestabilizar o leito. Os experimentos foram feitos em leito expandido de “Protein A

Sepharose Fast Flow™ para remocéo de células de levedura.

Chang & Chase (1996) relatam que € vantajosa a operagdo do leito expandido a um
constante grau de expansdo quando se trabalha com uma alimentag@o viscosa, ao invés de
manter a alta velocidade constante (300 cm/h), o que levaria a um grau de expansdo de 4 a

6 vezes. As razbes apresentadas sdo:

a) Aumento da capacidade dindmica. O procedimento de adsor¢do ird permitir maior

captura da proteina desejada.

b) No processo real, a alta concentragdao de solidos ¢ mais compativel com este

procedimento.

Johansson et alii (1996) ressaltam que, para um processo efetivo, ou seja, a
formacdo de um leito expandido estavel, diversos fatores sdo importantes, como

viscosidade, forca i0nica, conteudo de solidos, pH e vazio de alimentacéo.

2.3.3.3 Estudos de adsor¢do em leito expandido

Chase & Draeger (1992) estudaram o desempenho de um leito expandido utilizando
sistema de adsor¢d@o por afinidade, com e sem a presenga de células. O sistema consiste na
adsor¢do de imunoglobina G (hIgG) em “Protein A Sepharose Fast Flow”. Para verificar o
efeito da presenga de células, utilizaram Saccharomyces cerevisiae. Realizaram também
experimentos com adsor¢do de albumina de soro bovino (BSA) em Q-Sepharose Fast Flow,
para demonstrar o beneficio de usar um sistema altamente seletivo de modo a minimizar a

interferéncia pelas células no desempenho de adsor¢ao.

Os autores acima citados verificaram pouca diferenga nas isotermas de adsor¢do
para hlgG na presenca ou ndo de células. O mesmo ndo ocorreu no sistema menos seletivo,

para adsor¢do de BSA, pois os resultados mostraram uma menor capacidade de adsor¢éo na
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presenca de células. As isotermas para adsor¢do de proteina foram, nestes casos,
adequadamente descritas pela isoterma do tipo de Langmuir. A presen¢a de células, em
testes batelada, também teve pouco efeito no coeficiente de transferéncia de massa e na
difusividade efetiva para o sistema seletivo, 0 mesmo ndo ocorrendo no sistema de troca
i6nica. Examinando a adsor¢do de imunoglobina G (hIgG) em “Protein A Sepharose Fast
Flow” em uma coluna de 2 cm de didmetro, verificaram que, usando uma expansdo de 3 a 4
vezes em relagdo ao volume sedimentado, hd pouca ou nenhuma diferenga na adsorgdo de
proteina comparando com o sistema de leito fixo com curvas de ruptura praticamente
idénticas. Isto sugere que modelos para predizer o desempenho da fase de adsor¢do em
leito fixo, podem ser utilizados para a adsor¢do em leito expandido, desde que
levada em conta a maior porosidade. Medidas de curvas de ruptura na presenga de células
indicaram que a adsorgdo de hIgG decresceu um pouco em eficiéncia conforme aumentava

a concentragdo celular.

O estudo da adsor¢do em leito expandido para recuperagdo de Annexin V
recombinante de homogéneo de Escherichia coli ndo clarificado foi realizado por Frej er
alii (1994), através de testes de otimizagdo em escala laboratorial, utilizando resina
STREAMLINE® DEAE. A avaliagdo da eficiéncia de recuperagdo de annexin V foi feita
através do rendimento, expresso como uma percentagem de annexin V na eluigdo pelo
produto na alimentagdo. Os autores obtiveram um rendimento maior que 95%. As células
foram separadas apos a fermentagdo, estocadas a -70°C e ressuspendidas na concentracdo
desejada e s6 entdo homogeneizadas. Os autores estudaram o efeito da concentragéo celular
e da viscosidade no desempenho de expansdo do leito. Os melhores resultados foram
obtidos com massa seca de até 5% e viscosidade na ordem de 10cP (taxa de cisalhamento
de 1s™), podendo-se porém trabalhar com massa seca de até 7-8% e viscosidade de 50 cP
(s1). No entanto, o fluxo teve que ser invertido em alguns momentos para evitar obstrugdo

do adaptador.

Thommes et alii (1995) trabalharam na purificagdo de anticorpo monoclonal.
Previamente aos testes com leito expandido, determinaram os dados iniciais de capacidade
do material adsorvente utilizando um modo fluidizado com reciclo (sistema batelada) e com

o meio livre de células. Primeiramente determinaram o pH o6timo para adsorgdo do
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anticorpo monoclonal, que foi 5,5 para a resina STREAMLINE-SP. Obtiveram a
capacidade de anticorpo eluida por mililitro de adsorvente usado. J4 nos testes com o meio
contendo células e com o processo no modo frontal foram testados meios diluidos para
verificar o efeito do decréscimo da forga ibnica na capacidade de adsorgdo. Verificaram
que, para a resina STREAMLINE, € recomendada uma diluigdo (1:2) no pH otimo.
Utilizando 3 litros de meio contendo 60 mg de IgG2a total, diluido 1:2, obtiveram um

eluente clarificado com o produto desejado a um fator de purificagdo de 8 vezes.

Uma técnica de purificagdo por afinidade de glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) a partir de meio homogéneo de células de levedura ndo clarificado foi
desenvolvida por Chang et alii (1995). Os autores utilizaram leito expandido de
STREAMLINE Red H-7B. Verificaram o pH 6,0 como 46timo para operagdo, a partir de
testes usando um leito fixo, num volume de 6,6 ml. Realizaram testes de eluig¢do, utilizando
diferentes concentragdes de cloreto de sodio, constatando que 0,1M de NaCl poderia ser
utilizado sem perda de G6PDH adsorvido. Usando B-nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato em eluicdo bioespecifica, escolheram como volume 6timo 15% do volume da
coluna de 10 mM NADP em tampdo. Em testes realizados numa coluna STREAMLINE 50
de leito expandido, utilizando material ndo clarificado, obtiveram 99% de rendimento e um

fator de purificagdo médio de 103 vezes.

Johansson et alii (1996) trabalharam na purificagdo de proteina recombinante
periplasmatica. Verificaram que o processo com leito expandido utilizando resina
STREAMLINE® DEAE foi 3 vezes mais rapido e ndo foi necessario clarificagio em
comparag@o com o processo convencional de leito fixo usando DEAE Sepharose Fast Flow.
Além disso, a solu¢do com proteina recuperada apresentou concentragdo 3 vezes maior €

rendimento levemente superior. Durante o processo de adsor¢do o leito expandiu 5 vezes.

O estudo de purificagdo de P-galactosidase de Scopulariopsis foi realizado por
Pereira et alii (1998) em coluna de leito fixo e de leito expandido utilizando resina Acell
Plus QMA. No caso do leito expandido foi utilizado um grau de expansdo de
aproximadamente 3,0. Os autores obtiveram um rendimento de 92,4% e 83% e um fator de

purificagdo de 3,2 e 2,2 para os leitos fixo e expandido respectivamente.
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A purificagdo de inulinase, obtida de fermentagdo por Candida kefyr, em leito
expandido foi estudada por Pessoa et alii (1996). Constataram que a adsor¢do na resina
STREAMLINE® segue a equagdo de Langmuir. N3o encontraram problemas com a
passagem de células, e o leito ndo perdeu a estabilidade com a presenga de solidos.
Obtiveram uma recuperagdo de 93% e um fator de purificagdo de 5,8 vezes. A capacidade

dinamica foi 62% do valor da maxima capacidade de adsorgdo.

2.3.3.4 Hidrodindmica do leito

Quando se tem uma particula adsorvente em uma coluna cromatografica, para haver
uma fluidizagdo estavel, as forgas de interagdo particula-fluido devem balancear o peso da
particula. Esta condi¢do ¢ encontrada, se a velocidade do liquido excede um valor minimo,
chamado velocidade minima de fluidizagdo. Neste caso, o estado estacionario € atingido
quando a velocidade do liquido ndo aumenta acima da velocidade terminal da particula
fluidizada (ut), ponto onde as forgas excedem o peso da particula e esta € lavada da coluna.
A faixa de vazdes que pode ser usada é dependente das propriedades da particula fluidizada
e do liquido fluidizante (Thommes, 1997).

O conhecimento do comportamento do leito em fungdo das propriedades fisicas das
particulas e do fluido é de fundamental importdncia para as operagdes usando leito
expandido. Essa caracterizagdo ocorre principalmente medindo-se a expansdo do leito em
fungdio da velocidade do fluido. Usualmente, esta correlagéo ¢ feita utilizando-se a equagdo
de Richardson & Zaki (1954).

Para particulas esféricas rigidas homogéneas, estes autores propuseram que a
relagdo entre a velocidade superficial do liquido (u) e a velocidade terminal (ut) € dado pela

equacgdo abaixo:

—:,t_;"'l (21)
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€ é a porosidade do leito.
n € o coeficiente de Richardson-Zaki.

Pode-s¢ determinar experimentalmente a velocidade terminal de uma particula
isolada (u;) e o coeficiente de Richardson-Zaki (n) para um dado leito, se forem conhecidos
os valores da porosidade para uma dada velocidade do fluido. Linearizando-se a equagao
2.1 obtém-se uma relagdo entre a velocidade superficial do fluido (u) e a porosidade do

leito (¢) na forma:
logu=Logu;+nloge (2.2)
sendo o coeficiente angular igual a n e o coeficiente linear igual ao logaritmo de u,

O indice de expansdo ou indice de Richardson-Zaki n ¢ uma fun¢do do nimero de
Reynolds terminal (Re,) e da relagdo entre o didmetro da particula e da coluna. O valor de n
pode ser obtido pelas equagdes abaixo em fungdo do niimero de Reynolds, de dp e de D,
(Dasari et alii, 1993):

n=4,65 + 20 (dp/D.) (Re; < 0.2) (2.3)
n=44 + 18 (dp/D.) Re;*” (0,2 <Re < 1) (2.4)
n=4,4+ 18 (dp/D.) Re;""! (1 < Re; < 200) (2.5)
n= 4,4 Re,"! (200 < Re, < 500) (2.6)
n=24 (Re, > 500) 2.7
onde:

dp € o didmetro da particula
D. é o diametro da coluna

E Re; € 0 Reynolds terminal dado pela expressao:
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Re, = M (2.8)
H

onde:
pi € a densidade do liquido
w € a viscosidade do liquido

Outra importante caracteriza¢@o do leito expandido, € a determina¢do do seu grau
de expans3o, numero adimensional, que consiste na medida relativa da altura do leito
expandido, para uma determinada vazdo, com a altura do leito fixo do adsorvente. A figura

2.5 ilustra um exemplo do calculo do grau de expansdo do leito.

grau de expansio =

A

Ho = 100mm

altura do leito altura do leito
sedimentado expandido

Figura 2.5: Defini¢do do grau de expansio (adaptado de Pharmacia Biotech, 1996)
Logo o grau de expansdo ¢ dado pela seguinte equagao:

Grau de expansdo = HE (2.9)

0
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Onde:
H ¢ a altura de operagdo do leito expandido
H; ¢ a altura do leito sedimentado

Em aplicagGes industriais, utilizando técnica de leito expandido, em caldos viscosos,
pode ser desejavel a aplicagdo de altas velocidades para minimizar o tempo de
processamento (Chang & Chase, 1996). No entanto, deve-se avaliar a influéncia do grau de

expansdo, pois valor muito alto de H/Ho conduz a uma menor capacidade de adsorgao.

2.4 Teoria da adsorc¢ao
2.4.1 Processo de adsor¢ao

Chase & Draeger (1992) salientam que, apesar das isotermas obtidas na adsorg¢do de
BSA na presenca de célula, para um sistema de troca idnica, serem adequadamente
descritas pelo tipo Langmuir, o mesmo pode ndo ocorrer na presen¢a de multi-

componentes.

Em cromatografia por troca iénica, a distribuicdo dos grupos i6nicos na superficie
do adsorvente € aleatoria, e o sitio real de adsor¢do da proteina ndo ¢ uma entidade tnica.
Assim, o sitio de adsorg¢@o ndo pode ser tratado da mesma maneira como postulado para
adsor¢do por afinidade. Entretanto, resultados experimentais de sistemas nos quais a
proteina € adsorvida em um trocador idnico levam a uma isoterma que pode ser descrita

como uma equacdo de Langmuir (Skidmore & Chase, 1990).

Conforme Thommes (1997), as interagdes proteina-ligante devem ser independentes
do espago intersticial do leito adsorvente. Assim, a capacidade de equilibrio de um
adsorvente ndo serd influenciada pela configuragdo experimental, como tanque agitado ou
aplicagdo frontal para leito fixo ou fluidizado. A maior diferenga provém do meio no qual a

proteina € isolada. Os pardmetros operacionais que influenciam o equilibrio de adsor¢@o no
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leito fluidizado s@o a concentragdo, a condutividade, o pH e a presenca de particulas, como

por exemplo as células.

2.4.2 Curva de ruptura

Yang & Tsao (1982) apresentam as trés categorias em que a cromatografia é

subdividida de acordo com a técnica usada no processo:

a) Desenvolvimento de eluigdo: uma pequena quantidade de amostra € alimentada na
coluna, entdo o eluente, que ndo tem afinidade com o adsorvente, € introduzido. A
separacdo € atingida em forma de bandas. Esta técnica ¢ a mais comumente usada para
proposta analitica.

b) Andlise frontal: a amostra é continuamente alimentada na coluna até que a ruptura

OCOTITE.

¢) Desenvolvimento de deslocamento: como na elui¢do, uma pequena amostra € alimentada
na coluna entdo a elui¢do inicia. A tunica diferenga com respeito ao item a) é que o
eluente neste caso tem maior afinidade pelo adsorvente do que pela amostra.

Componentes concentrados podem ser obtidos a partir de mistura diluida.

A determinacgio da concentragdo da solugdo efluente de um leito fixo ou fluidizado
em funcdo do volume de solugdo injetado ou da quantidade de proteina aplicada ao leito

fornece curvas de ruptura (Cruz & Santana, 1996).

Segundo Belter ef alii (1988), em uma coluna de adsor¢do o fluido contendo o
soluto de interesse é passado através da mesma. Inicialmente, a maior parte do soluto €
adsorvida, tal que a concentragdo na saida ¢ baixa. Conforme a adsor¢do continua, a
concentragdo na saida aumenta, vagarosamente no inicio, ¢ entdo abruptamente, conforme
se observa na figura 2.6. Quando esta ruptura ocorre, interrompe-se o fluxo. O material

adsorvido € entdo eluido por lavagem do leito.
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Ce

C(t)

Cs

0|0

Tempo tg tE
Figura 2.6: Curva de ruptura para adsor¢io em coluna de leito fixo (adaptado de
Belter ef alii,1988)

onde:
Cg € a concentragdo de ruptura

Ce € a concentracdo de exaustido

Cg corresponde ao maximo que se pode descartar ¢ Cg & concentragdo no eluente
quando o leito € julgado ineficaz. Os autores sugerem Cg e Cg como 10 € 90 % da

concentragdo de entrada.

Chase (1984a) afirma que é pratica normal interromper a alimenta¢do na coluna
quando o nivel de adsorbato na saida sobe acima de um certo nivel. Se a alimentagéo
continua, uma quantidade consideravel do composto de interesse pode passar sem ser
adsorvido. A quantidade de adsorbato que pode ser alimentada, antes que este nivel exceda
ira depender da forma da curva de ruptura. Pela figura 2.7 observa-se que dependendo das

condi¢bes de operagdo, ter-se-a maior ou menor quantidade de material adsorvido.
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CiCo

N\

(@) Tempo

Figura 2.7: Influéncia da forma da curva de ruptura na performance de colunas de

Tempo

leito fixo. (a) curva que pode ser obtida em uma coluna (b) curva obtida na mesma
coluna, com altera¢io das condi¢es de operagio. A area hachurada indica a
quantidade de adsorbato que poderia estar ligada a coluna se a alimentacdo

terminasse quando C/Cy atingisse o valor de 0,1 (adaptado de Chase, 1984a).

Segundo Chase (1984b) o calculo da eficiéncia do processo de adsorgdo ¢ definido

Comao:

... _ quantidade adsorbato retido no leito x 100
eficiéncia =

2.10
quantidade adsorbato aplicado ao leito (2-10)
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Definindo-se o valor de ruptura quando a concentragdo de saida atinge 10% do

valor inicial, tem-se verificado que a eficiéncia € maior quando:
a) utiliza-se baixas vazdes de alimentacao;
b) altas concentragdes de adsorbato;
¢) maior capacidade total do leito; e

d) menor densidade de ligante imobilizado.

2.5 Conclusao

Neste capitulo foram apresentados trabalhos referentes as etapas de producgio,
caracterizagdo e purificagdo da enzima inulinase. Verificou-se que esta enzima tem
merecido inimeros estudos devido ao seu potencial de aplicagdo na industria.
Particularmente, o Laboratoério de Engenharia de Bioprocessos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Unicamp, vem trabalhando nesta linha de pesquisa ha
alguns anos, utilizando-se a enzima obtida do microrganismo Kluyveromyces
marxianus ATCC 16045. No entanto, havia a necessidade de um estudo sistematico,
como a metodologia do planejamento fatorial, para um incremento significativo na
produgdo da enzima, cuja atividade enzimatica estava na ordem de 9 a 13 U/mL para
fermentacGes em batelada. Outra caréncia de estudos observada na literatura € a
viabilidade de purificagdo da enzima inulinase diretamente do caldo bruto, em
particular com o uso da resina STREAMLINE SP em leito expandido com potencial
para aplica¢do industrial. Desta forma, neste trabalho procurou-se dar enfoque a estas
necessidades, sendo a metodologia utilizada detalhada no capitulo a seguir.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos os procedimentos utilizados para otimiza¢do da
produgdo de inulinase e estudo da influéncia da concentragdo de substrato, pH e temperatura
na atividade enzimatica. Também sd@o apresentadas as metodologias empregadas na
purificagio desta enzima, para tanto foram primeiramente determinados os parametros
cinéticos em sistema batelada e condigdes de eluicdo em coluna de leito fixo, posteriormente
a enzima foi purificada em coluna de leito expandido com resina de troca idnica. Todas as

etapas desenvolvidas neste trabalho estdo apresentadas na figura 3.1.

3.1 Otimizacdo da produgio da inulinase

Normalmente nas etapas de recuperagdo e purificacdo de uma enzima perde-se uma
percentagem da atividade enzimatica inicial. Assim, neste trabalho foi realizada uma etapa
preliminar que consistiu na otimiza¢do da produgio da inulinase e das condi¢des Gtimas de
atuacdo da enzima (pH, temperatura e concentragdo de substrato). E importante relatar que,
anteriormente & otimizagdo do meio de cultura, a atividade enzimatica estava ao redor de 10
U/mL e apds a otimizag@o este valor ficou entre 100 a 120 U/mL, conforme o lote da

fermentag3o.

3.1.1 Preparo do indculo

O microrganismo utilizado, Kluyveromyces marxianus ATCC 16045, anteriormente
denominado Kluyveromyces bulgaricus, foi repicado de agar inclinado de extrato de malte e
levedura para tubo de ensaio contendo caldo do mesmo meio, em um volume de 10mL. O

meio foi incubado por 24 horas a 30°C. Cada tubo de ensaio serviu como pré-indculo.
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1" etapa

Otimizagdo da
produgdo de inulinase
(item 3.1)

2% etapa

Otimizagdo das condi¢des de
reagdo da enzima

(item 3.2)
3% etapa
Cinética de adsorgdo da enzima em > <
tanque agitado e determinagédo da
isoterma de equilibrio
(itens 3.3.2 e 3.3.3)
4" etapa
Determinagdo das condi¢cdesde | <
eluicdo em leito fixo no sistema
FPLC
(item 3.3.4)
5% etapa

Estudo da operacdo do leito
expandido para recuperagdo e
purificagdo da enzima numa dnica
etapa
(itens 3.3.5, 3.3.6, 3.3.7 ¢ 3.3.8)

Variaveis estudadas:

concentragido de sacarose
concentragdo de extrato de levedura
concentragio de peptona
concentracdo de KoHPOy

pH

Variaveis estudadas:

concentragdo de substrato (sacarose
e inulina)

pH

temperatura

determinacio das constantes
cinéticas ki, ke Qm
determina¢do dos parimetros de
transporte de massa Def e Ks

Variaveis estudadas:

velocidade

pH

tipo de elui¢do (gradiente linear ou
degrau)

concentragdo salina do tampdo na
eluigdo do tipo degrau

hidrodindmica do leito

verificagdo da influéncia do grau de
expansio na adsorgio

verificagdo da influéncia das células
na adsor¢do

purificagcdo da enzima

Figura 3.1 Fluxograma das etapas realizadas neste trabalho
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A escolha deste microrganismo levou em consideragio o fato do género
Kluyveromyces possuir 0 “GRAS” (Generally Regarded Safe), que o faz aceito pelo FDA
(Food and Drug Administration), sendo assim recomendavel para utilizagdo em alimentos
(Hensing er alii, 1994). Além disto, o microrganismo ja havia sido testado por Costa (1986)
juntamente com outras doze leveduras, tendo apresentado a maior atividade enzimatica, e
por Santos (1998) com outras duas espécies do mesmo género, tendo o Kiuyveromyces
marxianus ATCC 16045 apresentado a maior atividade enzimética e cuja enzima forneceu

maior produtividade na formagdo de oligossacarideos.
O meio para obteng@o do indculo € apresentado na tabela 3.1.

Tabela 3.1: Meio utilizado para obtengéo do indculo

Componente Quantidade (g/1)

Sacarose 20
Extrato de levedura e
K>,HPO, 5

NH.,Cl 1,5

KCl 1,15

MgS04.7H.0 0,65

Santos (1998)

O pH do meio foi ajustado para 6,5 e preparados erlenmeyers aletados de 500ml
contendo 100ml do mosto. A esterilizagdo foi feita a 121°C por 15 minutos. Foram
adicionados a cada frasco 10mL de pré-in6culo, e posteriormente o meio foi incubado por

24 horas a 30°C e 150 rpm.

3.1.2 Planejamento experimental

Em processos bioquimicos geralmente se observa a influéncia de multivariaveis, onde

a importancia de cada varidvel deve ser determinada. Portanto, a otimizago ¢ uma
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ferramenta util de trabalho para a melhor compreensdo do sistema, permitindo a andlise

individual do efeito de cada variavel na resposta desejada.

Até a tltima década, o termo otimizagdo de processo consistia no estudo de uma
variavel (estudo univaridvel) por vez mantendo as outras constantes, dificultando
grandemente a discussdo dos resultados, além do tempo gasto, material, e principalmente da
falta de conclusdo baseada numa metodologia cientifica. A maior falta de informagéo no
estudo univaridvel relacionou-se ao efeito sinergético ou antagdnico entre as variaveis, que
s6 puderam ser obtidas pela determinagdo dos efeitos de interag@o entre as varidveis atraves
de um planejamento fatorial. Uma outra vantagem do planejamento fatorial foi a

possibilidade de otimizar vérias respostas a0 mesmo tempo.

Para se aplicar o método de andlise de superficie de resposta € necessario
primeiramente programar ensaios através de um planejamento fatorial. Esse método consiste
na selegdo de um numero fixo de niveis para cada um dos fatores ou variaveis de entrada e
entdo executar experimentos com todas as combinagdes possiveis. Como primeira etapa, €
usual um planejamento fatorial com dois niveis (nivel -1 e nivel +1) para cada variavel

Assim, para “s” variaveis envolvidas no estudo, o numero de experimentos que deve ser

realizado para investigar todas as combinagdes possiveis é igual a 2° (Box et alii, 1978).

Com os resultados obtidos do planejamento, é possivel avaliar os efeitos principais ¢
de interacdes das varidveis sobre a resposta, determinar quais sd3o os efeitos mais
significativos e ajustar empiricamente um modelo linear ou de 1* ordem, correlacionando as

variaveis com a resposta.

Se o modelo de 1" ordem ndo apresentar uma boa correlagdo com os dados
experimentais, € possivel completar o planejamento fatorial inicial realizando-se mais 2 s
ensaios segundo configuragio “estrela”, obtendo-se assim um modelo quadratico ou de 2°

ordem.

Uma particularidade muito importante em processos bioquimicos € o grande nimero

de varidveis envolvidas. Nesse caso, poder-se-ia optar por um “screening” de variaveis,
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antes do planejamento completo, através de um planejamento fatorial fracionado. No caso
de 5 varidveis, ¢ interessante a execucdo de um 2°", ou seja, 16 ensaios, mais os pontos
centrais. O planejamento € reduzido pela metade quando comparado com o completo, sendo
possivel avaliar a importancia das variaveis na resposta. Assim, este procedimento € muito
interessante em termos qualitativos, mas ndo se deve, a partir de um planejamento
fracionado, otimizar o processo. Isto porque os efeitos principais, na verdade “contrastes”,
estdo confundidos com interagdes de 2° ou 3* ordem ou superiores, conforme o tipo de

resolucdio do fracional (Rodrigues et alii, 1998).

3.1.2.1 Planejamento fatorial fracionado

Neste trabalho foi realizado um planejamento fracionado envolvendo 5 varidveis (2*
ensaios mais 3 pontos centrais), obtendo-se como resposta a atividade de inulinase. As
varidveis independentes foram: concentragdo de sacarose, de extrato de levedura, de
peptona, de K;HPO, e o pH (tabela 4.1 e 4.2). As varidveis selecionadas foram estudadas

em um posterior planejamento fatorial completo.

Os ensaios foram realizados em frascos erlenmeyers aletados de 500ml com 100 ml
do meio a ser estudado. A temperatura foi mantida em 30°C em shaker PSYCROTHERM
(NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC, N.J.) com rotagdo de 150 rpm. A cada frasco foi
adicionado 10% de indculo. A resposta foi avaliada no tempo de 24 e 48 horas. As

condigdes dos ensaios realizados e seus resultados estdo no proximo capitulo, item 4.1.1.

3.1.2.2. Planejamento fatorial completo

Apos a escolha das varidveis através do planejamento fatorial fracionado, foi
realizado o planejamento fatorial completo (2° ensaios mais 6 pontos axiais € 3 pontos
centrais), que definiu o meio a ser utilizado na produgéo de inulinase para posterior

aplicag@o.
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Tal planejamento envolveu 3 varidveis: concentragio de sacarose, de extrato de
levedura e de peptona (tabela 4.4 ¢ 4.5). O K,;HPO, foi mantido na concentragdo constante

de 1g/L e o pH permaneceu em 3,5.

Os ensaios foram realizados nas mesmas condigdes do planejamento fracionado.
Além da atividade enzimitica, nas 48 horas de fermentagdo foi verificada a concentragdo de
sacarose € massa seca. As condi¢des dos ensaios realizados e seus resultados estio no

proximo capitulo, item 4.1.2.

3.1.3 Dindmica de produgio da inulinase

As condigdes otimizadas (sacarose, 14g/L; peptona, 20 g/L; extrato de levedura, 10
g/L, KH,POy4, 1 g/L e pH 3,5), determinadas através do planejamento fatorial completo
foram utilizadas para uma fermentagéo conduzida em triplicata. A atividade e o pH foram
determinados ao longo do tempo, ja que no planejamento fatorial fracional e completo
foram realizados 19 e 17 ensaios simultineos respectivamente, inviabilizando analises de

atividade em periodos mais curtos do que 24 horas.

3.2 Estudo da influéncia da concentragio de substrato, pH e temperatura na

determinacio da atividade enzimaética da inulinase
3.2.1 Producio da enzima

Para produgdo da enzima utilizou-se as condigdes estabelecidas no item 3.1,

trabalhando-se ja com o meio otimizado.
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3.2.2 Planejamento experimental

Inicialmente foram realizados dois planejamentos experimentais de 1* ordem, 2° € 3
pontos centrais (11 ensaios) para verificar o efeito na atividade enzimatica da concentragdo
de sacarose, pH e temperatura para o primeiro planejamento e da concentragdo de inulina,

pH e temperatura para o segundo planejamento (tabelas 4.9, 4.10 e 4.12)

As variaveis pH e temperatura foram selecionadas para a realizagdo de mais dois
planejamentos completos (2* ensaios mais quatro pontos axiais e 3 pontos centrais)
utilizando-se no terceiro a sacarose € no quarto a inulina como substrato (2% (m/v) de
concentragdo) (tabelas 4.14 e 4.15).

As condicdes dos ensaios dos quatro planejamentos realizados e seus resultados

estdo no proximo capitulo, item 4.2.

3.3 Purifica¢do da Inulinase

A enzima inulinase foi empregada para a realizacdo de ensaios cinéticos e de
equilibrio utilizando-se resina de troca idnica. Através dos dados experimentais de adsor¢ao
e mediante modelagem matematica foram obtidos os parametros cinéticos (k1 e k2) e os de
transporte, difusividade (Def) e coeficiente de transferéncia de massa (Ks). A purificagdo da
enzima foi feita inicialmente em coluna de leito fixo, para estabelecer algumas condigGes de
operagio e, como etapa final, a purificacio foi realizada em coluna de leito fluidizado
utilizando o processo de operagdo cromatografica frontal, onde foi realizada a medi¢do de

concentragdo do adsorbato na saida do leito em fungo do volume coletado.

3.3.1 Resina adsorvente

Em todos os ensaios foi utilizada a resina catibnica STREAMLINE SP da
Pharmacia, acondicionada em etanol 20% com 0,2 M de acetato de sédio. Ao inicio de cada
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teste a resina era lavada com agua destilada e posteriormente com tampéo acetato de s6dio
0,02 M pH 3.5 até o equilibrio.

Esta resina foi selecionada por ser apropriada para utilizagdo em leito expandido
(Hjorth et alii, 1995). A opgdo por uma resina catidnica se deu em funcéo das células terem
em geral uma carga liquida negativa nfo chegando a competir assim com a proteina de
interesse (Thommes, 1997). Outro ponto é que Pessoa et alii (1996), trabalhando na
adsor¢do de inulinase, obteve, através de isotermas, uma quantidade maxima de enzima
adsorvida (Qm) superior para a resina STREAMLINE SP que para a resina anidonica
STREAMLINE DEAE.

3.3.2 Cinética de adsorcao

O sistema para obtengdo das curvas cinéticas consistiu de um vaso encamisado
acoplado a um banho de recirculagdo externa (banho Tecnal modelo TE-184) para controle
de temperatura. A homogeneizagdo da mistura no vaso foi feita através de um agitador

mecanico.

Adicionou-se 5 mL da suspensio de resina em tamp3o acetato 0,02 M pH 3,5 (1:4)
ao vaso encamisado contendo 50 mL de caldo fermentado clarificado, puro ou
convenientemente diluido. O cronémetro foi imediatamente acionado. A mistura foi agitada
mecanicamente a 175 rpm e mantida a 25°C através do banho de recirculagdo externo.
Aliquotas da mistura foram periodicamente removidas do reator, imediatamente filtradas
para retirar a resina e a seguir analisada a atividade da parte solivel, construindo-se um
grafico de atividade final sobre inicial (C/C0) em fungdo do tempo. As amostras foram

inicialmente retiradas em intervalos de tempo menores e estenderam-se até 150 minutos.

As condigdes de cada ensaio sdo descritas na tabela 3.2. Nos trés ensaios utilizou-se
o mesmo caldo. Apés a fermentagdo, o meio foi centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos
(centrifuga sorvall RC 26 plus da Dupont), separado em frascos de 100 mL e congelado a -

18°C. Para utilizagio nos testes de obtengdo das curvas cinéticas o caldo foi descongelado
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sob refrigeragio e posteriormente corrigido o pH com acido acético 2M. O meio foi mantido

em banho de gelo durante a corregdo do pH para minimizar a desnatura¢do da enzima.

Tabela 3.2: Condi¢des dos ensaios cinéticos de adsor¢ao

Contetdo do reator ERINO
A B g
Caldo bruto clarificado pH 3,5 22,5 mL 30 mL 50 mL
Tampéo acetato 0,02 M 27.5mL 20 mL -
Mistura 1:5 da resina Streamline SP e tampao
5 mL
acetato 0,02 M pH 3,5 ’ Sl > mt
Atividade inicial do caldo 19,95 U/mL 28,57 U/mL 51,28 U/mL

3.3.3 Isotermas de adsor¢ao

Para obtengdo da isoterma de adsor¢do foram realizados ensaios em batelada.
Inicialmente foram preparadas solugdes com o caldo bruto clarificado para obten¢ao de
diferentes atividades iniciais. Estas diluicoes foram feitas em tampdo acetato 0,02 M pH 3.5
e medida a atividade resultante de cada uma. O caldo bruto utilizado para obtengdo da

isoterma foi o mesmo descrito no item 3.3.2.

Em diferentes frascos distribuiu-se 1 mL da solucao resina-tamp3o acetato 0,02 M
pH 3,5 (1:4) e 10mL da solugdo enzimatica convenientemente diluida. Os frascos foram
selados ¢ mantidos a 25°C e 175 rpm por duas horas, tempo necessario para o equilibrio
determinado no item anterior. Esta etapa foi realizada em shaker Psycrotherm da New
Brunswick Scientific. Os ensaios foram feitos em duplicata para cada diluicdo. Foi também
realizado um branco para cada dilui¢io de modo a verificar se ndo ocorria desnaturagdo da

enzima durante este processo. Ao branco ndo era adicionada resina.

Apbs 0 equilibrio, a amostra foi filtrada e feita a analise de atividade da fase solavel
para cada frasco. A quantidade de enzima adsorvida foi encontrada através de balango de

massa.
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Com os valores de concentragio no equilibrio, tanto para a fase solavel como para a
fase solida, pdde-se determinar a isoterma que melhor descreve o processo e,

conseqiientemente, suas constantes.

Para descrever os dados de equilibrio de adsorgo entre proteinas e adsorventes ,a
equagdo de Langmuir tem sido utilizada em diversas Pesquisas como uma aproximagio
empirica necessaria, com bom indice de ajuste. Para adsor¢do em resinas de troca idnica

podemos mencionar os trabalhos de Lewus et alii (1998), Pessoa et alii (1996) e Silva er
alii (1999).
Chase (1984a) descreve o processo de adsor¢do como uma reagdo reversivel de

segunda ordem, e o equilibrio pode ser descrito pela isoterma de Langmuir:

RI:

<~z

A+ B

Onde A € a proteina a ser adsorvida, B € o adsorvente, AB o complexo proteina-

adsorvente, e k1 e k2 sdo as constantes cinéticas de adsorcdo.

A velocidade de reagfio da enzima adsorvida pode ser descrita por:
d
FL=kCQ--k,Q G.1)

Onde C € a concentragio da enzima a ser adsorvida, em solugdo; Q é a concentragdo

da enzima na fase sélida e Qm ¢ a capacidade méxima de adsor¢do do adsorvente.

No equilibrio, %—?— =0, obtendo-se assim:

: 3.2
ki 3.2
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Onde kd é a constante de dissociagdo (“/i1) e o simbolo (*) representa o valor das

variaveis no equilibrio.

A equagdo 3.2 prediz que a isoterma de adsor¢do deve ser ndo linear e do tipo
descrito por Langmuir. Como os dados se ajustaram bem a este tipo de isoterma, a obtengao

de Qn e K foi feita através do seguinte procedimento:.

Linearizacdo da equagdo 3.2:

L_L{k_){l_]{ 1,] (3.3)
o 0. \k)\2.,)\C

Multiplicando-se a equagéo acima por C’, obtém-se:

C: = C—- + (EH—I—] (3.4)
Q Qm k[ Qm'

Com os dados experimentais de C’ ¢ Q’, traga-se a curva (C'/Q") versus C’, sendo

obtidos os valores dos coeficientes angular e linear.
Coeficiente angular = 1 / Qn
Coeficiente linear = (k> / k;).(1 / Qm)

Utilizando-se os dados de ks ¢ Qm calculados e o programa desenvolvido por
Barboza (1998) que leva em conta a adsorgdo da enzima por uma resina porosa em um
sistema em batelada, foram determinadas a partir do ajuste das curvas cinéticas de adsor¢o,
as constantes cinéticas k; e ks, a difusividade efetiva (Def), o coeficiente de transferéncia de

massa (Ks) e a porosidade da particula (g).
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3.3.4 Selecio das condigdes de eluigio da enzima

As condicdes de eluigdo foram estabelecidas inicialmente em um sistema de coluna
de leito fixo. Os ensaios foram conduzidos no sistema FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) utilizando uma coluna HR 5/5 com adsorvente numa altura de 4 cm. A
coluna foi lavada com tampéo acetato pH 3,5 até zerar o espectofotometro (280 nm). Foi
feita a seguir a alimentagdo de 3mL de caldo centrifugado, com pH 3,5, numa taxa de fluxo
linear de 300 cvh. Lavou-se entdo a coluna com tampdo acetato pH 3,5 para retornar a
linha base eliminando-se as proteinas ndo adsorvidas. A elui¢do foi realizada com NaCl em
tampdo, alimentado em pulsos de concentragdo linear crescente ou em degrau numa taxa
linear que variou conforme o teste. Foram coletadas na saida da coluna fragdes de volume
de 2 mL, analisada a absorbancia (280 nm), atividade e proteina. Ao final foi determinado o

fator de purificagdo para escolha das condigdes de elui¢do.

3.3.5 Recuperagio e purifica¢io da enzima na coluna de leito expandido

Streamline 25
3.3.5.1 Sistema de trabalho
Para realiza¢do dos testes na coluna foi montado um sistema consistindo de:

- Coluna Streamline 25 da Pharmacia;
Bomba peristaltica Masterflex modelo 7524-10;
- Bomba peristaltica Masterflex modelo 7518-10;

- Sistema de mangueiras e valvulas para permitir alimenta¢do de agua, tampdo acetato e
amostra;

- Vaso encamisado de 1000 mL acoplado a um banho com recirculagio externa;
- Frascos de 500 mL;
- Provetas de 50, 100 e 500 mL;

- Agitador magnético Fisatom modelo 753 A.

50



CAPITULO 3 : MATERIAIS E METODOS

Os testes de recuperagdo e purificagdo da enzima, numa tUnica etapa através do leito
expandido, foram realizadas na coluna Streamline 25 da Pharmacia. A figura 3.1 apresenta o

esquema de trabalho podendo-se observar a montagem do sistema: coluna, bomba

peristaltica, reator encamisado, agitador e outros acessdrios.

Figura 3.2: Fotografia da montagem do sistema de trabalho para adsorcao da enzima
inulinase em coluna de leito expandido

A bomba (1) foi ligada a uma conexdo de quatro vias, trés de alimentagdo e uma de
saida para a coluna (2). A amostra ficou contida no vaso encamisado (3) de modo a manter
a alimentagiio a 25°C, e sob constante agitagdo evitando a sedimentagdo das células. O
frasco de tampdo acetato foi mantido em banho com temperatura controlada a 25°C e a agua
em frasco sem controle de temperatura (ambos ndo apresentados na figura). A amostra foi
bombeada pela parte inferior da coluna, expandindo o leito. O liquido passa internamente

pelo adaptador, sendo coletado em proveta para andlises futuras.
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3.3.5.2 Preparo da coluna Streamline 25

Antes de cada teste a coluna deve ser preparada através do seguinte procedimento:
- Remover o adaptador da coluna;

- Encher com 2/3 de 4gua destilada;

. Succionar até + 5 cm de altura através de uma mangueira acoplada a uma bomba
peristaltica (Masterflex modelo 7518-10) para retirada do ar que esteja sob o fundo,

tendo o cuidado de passar a mangueira sobre toda a superficie;

- Adicionar a resina, ja lavada com 4gua destilada, para fornecer um leito de 10 em de

altura;
- Esperar a resina sedimentar;
- Retirar a resina que esteja flotando através de suc¢do;
- Deixar o nivel de agua 15 ¢cm acima da altura maxima desejada de expansdo do leito;
- Colocar o adaptador 5 cm acima da altura maxima a ser atingida;

- Encher as mangueiras de alimentagdo com sua solugdo respectiva, porém a mangueira de
caldo deve ser preenchida com tampdo para evitar sedimentacdo de células. Deve-se

cuidar neste processo para que ndo fiquem retidas bolhas de ar;
- Marcar a altura do leito;

- Acoplar a mangueira de saida da bomba a coluna (Bomba peristaltica Masterflex
modelo 7524-10);

- Abrir a valvula de 4gua e iniciar a alimentagio com 100 cm/h por 20 minutos;
. Aumentar a alimentagdo para 200 cm/h, ou no valor desejado, por 20 minutos;

- Abrir a valvula do tampd@o e fechar a de agua;
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- Permitir a passagem de tampao até equilibrar a resina, acompanhando pelo pH de saida;
- Ajustar a alimentagdo para que a expansio desejada seja mantida;

- Abrir a valvula que permite a passagem de caldo e fechar a valvula do tampdo. Neste

momento € cronometrado o inicio do teste e recolhidas as amostras para analise.

3.3.5.3 Estudo do comportamento hidrodinidmico

As caracteristicas de expansdo do leito foram medidas usando a coluna Streamline
25 da Pharmacia com um preenchimento de resina para fornecer um leito de 10 cm de altura.
O liquido em estudo foi alimentado na coluna com uma vazio crescente até que a superficie
do leito passasse a ficar difusa e instavel. A alimentagdo foi entdo realizada a vazdes
sucessivamente menores até zero. Um intervalo de 20 minutos foi feito entre as alteracdes
de vazdo para permitir a estabilizagdo. Foi feita assim a leitura da altura do leito que ¢é
expressa como uma fun¢do da velocidade linear. Ao plotar a velocidade superficial versus a
expansdo do leito, em formato log-log, a regressdo linear permite determinar o coeficiente
de Richardson-Zaki e a velocidade terminal.

Foram realizados dois ensaios com diferentes solugdes de fluidizagdo, uma sendo o

caldo bruto contendo células e a outra tampao acetato 0,02 M pH 3,5.

3.3.5.4 Obtencdo das curvas de ruptura
3.3.5.4.1 Comparacio das curvas de ruptura

Para cada teste foi realizada uma nova fermentagdo para obtengdo do meio
necessario, onde o caldo resultante foi mantido com células e seu pH ajustado 3.5 com 4cido
acético 0,02 M, em banho de gelo. Para evitar desnaturagdo da inulinase, o meio foi mantido
sob refrigeracdo (4°C -5°C) até o momento do uso, quando sua temperatura foi elevada

para 25°C e assim conservada durante toda alimentacdo. Os testes foram realizados
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utilizando a coluna STREAMLINE® 25 da Pharmacia. A altura do leito foi de 10 cm, com

uma vazio de alimentagdo estabelecida de modo a obter a curva de ruptura no grau de

expansdo do leito desejado.

Tampdo acetato 0,02 M pH 3,5 foi alimentado até equilibrar a resina.
Posteriormente, a alimentagdo do tampéo foi feita em vazdo crescente até a estabilizagdo do
leito, quando foi introduzido o caldo com células na vazdo estabelecida, com os ajustes
necessérios para manter o leito estavel. A amostra de saida da coluna foi imediatamente

refrigerada em banho de gelo para posterior andlise de atividade.

3.3.5.4.2 Comparacio dos graus de expansao

Foram realizados trés ensaios de modo a obter curvas com expansio de 2,0, 2,5 e
3.0. A alimentagdio nfo foi realizada até a saturagdo completa da resina, mas sim até um
volume que permitisse escolher a melhor expansdo a ser empregada na purificagdo. De
modo a verificar somente a influéncia do grau de expanso e ndo ter interferéncia de outras
variveis da fermentagdo, o caldo utilizado para os ensaios foi o proveniente da mesma
fermentagdo. Os testes foram feitos em seqiiéncia, praticamente sem intervalo de tempo de

modo a evitar a desnaturagdo da enzima.

3.3.5.4.3 Curvas de ruptura para a mesma expansio e atividades diferentes

Foram realizados dois ensaios de modo a obter curvas de ruptura com diferentes
atividades enzimaticas na alimentagdo. Conforme item 3.3.5.4.2, a alimenta¢do ndo foi
realizada até a saturagio completa da resina. O caldo utilizado para os ensaios foi

proveniente de fermentag3es diferentes, porém com o mesmo lote de matéria-prima.
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3.3.5.4.4 Curvas de ruptura para a mesma expansao com e sem células

Foram realizados dois ensaios de modo a obter curvas com e sem células. A
alimentacdo também ndo foi realizada até a satura¢do completa da resina. De modo a
verificar somente a influéncia da presenga de células, o caldo utilizado para os ensaios foi o
proveniente da mesma fermentacdo, com a diferen¢a de um meio ser centrifugado e o outro

nao.

3.3.5.5 Operaciao do leito expandido para purificacdo da enzima

A operagdo foi similar ao item 3.3.5.4.2 também sendo feita uma nova fermentacio a
cada ensaio. A diferenga foi que ao final da alimentagéo iniciou-se a lavagem com tampao
acetato 0,02 M, mantendo a expansio utilizada na alimentagdo, para retirada das proteinas
ndo adsorvidas e células retidas na resina. Na saida da coluna, além da medida de atividade,
foi realizada leitura de absorbancia a 280 nm (espectrofotdmetro Micronal B 382). Quando

a leitura praticamente retornava a zero, iniciava-se a eluicéo.

Apos a sedimentacdo da resina, o émbolo foi entdo baixado até a altura do leito. A
eluicdo foi realizada pela alimentagdo de uma solugio salina em fluxo inverso do caldo e a
uma velocidade linear de 100 cm/h. O controle de eluicdo foi feito através de anilise de
atividade, leitura de absorbancia a 280 nm e, em alguns casos, determinacio do pH da
amostra de saida. Nas amostras que apresentavam atividade enzimiatica foi realizada a

determinacdo de proteinas.

Para se realizar a eluicdo na forma de gradiente linear crescente, foi montado um
sistema conforme a figura 3.2. A solug¢@o tampao acetato com NaCl (C1) foi bombeada
continuamente para outro frasco, contendo inicialmente tampdo acetato puro (C2). Este
segundo frasco foi mantido sob agitagdo e dele retirada a solugdo para a coluna. A vazio do
primeiro frasco (F1) foi mantida sempre a metade do segundo frasco (F2). A partir do

balango de massa do sistema foi possivel determinar a concentragdo salina que estava sendo
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aplicada no leito expandido. As solugdes foram mantidas a temperaturas controladas no

valor desejado.

Fi K

1

C

1 — Frasco com solu¢do de tampao acetato com NaCl
2 — Frasco com solugdo de concentragéo salina varidvel

Figura 3.3: Sistema utilizado para obter o gradiente salino linear
Balango de Massa no reator 2:

d(,Cy)

dr = FC -FG, (3.5
FZ
Estabelecendo F, = 5 (3.6)
F, (-2 Vy— -2t
55 ) -5
Considerando
FC
B = Lg'“ (3.8)
F.
B, o= —23— (3.9)
B, =V, (3.10)
)
B= ?3 (3.11)
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tem-se:

& dc Cdr

fr | (3.12)
0 Br ‘Bzcz oBs'_B4 !

logo
1 1

5 (0B ~In(B = B,C,) = —(In B~ In(B, - By) (3.13)

2 4

Assim, C, ¢ obtido da equagio acima.

3.4 Metodologia analitica
3.4.1 Determinacdo da atividade enzimatica

A determinagdo de atividade foi realizada pela medida da velocidade inicial da
produgdo dos agtcares liberados em condi¢cdes controladas. A reagdo ocorreu em um frasco
sob agita¢do e controle de temperatura a 50°C, com auxilio de um banho reciproco (banho
Tecnal, DUBNOFF, Modelo 145). No frasco adicionou-se 9,0mL de solucdo de sacarose ou
inulina a 2% em tampdo acetato 0,1 M pH 4,5 ¢ 1,0 mL da amostra convenientemente
diluida (Rouwenhorst er alii,1998).

Foram retirados 1,0 mL de amostra em intervalos de tempo pré - determinados e
analisou-se os agucares redutores. Foi construida a curva de absorbancia em funcdo do
tempo e, com auxilio da curva de calibragio dos agticares redutores, foi determinada a
atividade enzimatica. Uma unidade por mL de solugdo enzimatica (U/mL) € definida como

sendo a capacidade da enzima liberar 1umol/mL de frutose por minuto.

3.4.2 Determinagio de acticares redutores

Os acucares redutores foram determinados pelo método do 4cido dinitrosalicilico
(DNS) (Miller, 1959).
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3.4.3 Determinacao de aciicares redutores totais

Os actcares redutores totais foram determinados pelo método do 4cido

dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959) ap6s hidrolise acida da amostra (Costa, 1986).

3.4.4 Dosagem de proteina

A concentragio de proteinas foi determinada pelo método de Lowry et alli (1951),
utilizando albumina de soro bovino (BSA) como proteina padréo.

3.4.5 Massa seca

A determinacio de massa seca (MS) na amostra foi feita por secagem em

microondas até peso constante, segundo método de Hensing er alli (1994).

3.4.6 Condutividade

A determinago da condutividade foi feita no equipamento HANNA instruments HI

8733, com a amostra a 25°C sendo a leitura expressa em mS.

3.4.7. Densidade

Para determinacio da densidade das amostras, foi utilizado o método do picnometro,
segundo as recomendagdes de Mohsenin (1970).

3.4.8 Viscosidade

A determinagio da viscosidade cinematica das solugdes foi feita utilizando-se
viscosimetro capilar Cannon-Fenske N° 50. A temperatura foi mantida constante (25°C)

colocando-se o viscosimetro em um banho de agua.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Otimizacao da produciio da inulinase
4.1.1 Planejamento fatorial fracionado

O planejamento fracionario utilizado para avaliar as 5 varidveis estudadas
(concentra¢do de sacarose, de peptona, de extrato de levedura, de K,PO, e pH) e os
resultados de atividade enzimatica estdo apresentados na tabela 4.1 nas 24 e 48 horas de
fermentacdo. A tabela 4.2 apresenta os valores descodificados de cada nivel utilizado. Para
melhor visualizagdo dos resultados é apresentada a figura 4.1 com o acompanhamento da

atividade enzimatica em fungio do tempo de fermentacio.

Os calculos para verificar o efeito das variaveis na resposta foram feitos com o

auxilio do programa computacional Statistica versio 5.0 (Microsoft, 1995).

Dentre os 19 ensaios realizados em condi¢des distintas (tabela 4.1) observa-se que a
atividade as 48 horas variou de 3,9 U/mL a 61,1 U/mL de acordo com as condi¢des de
fermentagdo. Isto mostra a importancia de estabelecer condigbes adequadas na produgdo da
enzima. Os melhores resultados atingidos foram nas corridas 7 e 8, com pH 3,5, extrato de
levedura 10 g/L e peptona 20 g/L, sendo que a concentrag¢do de sacarose e K,HPO, foram
diferentes para cada teste. Observa-se porém que nas 24 horas a diferenca entre o teste 7 e 8
era maior que nas 48 horas, isto provavelmente ocorreu porque no ensaio 8 havia maior
concentragdo de sacarose, 0 que retardaria o inicio da produ¢do enzimatica, ja que o

substrato causa uma repressio catabolica.

Outros autores ja haviam observado o mesmo comportamento quanto ao substrato.
Gupta et alii (1994) trabalhando com XK. Jragilis e tendo inulina como substrato, verificaram
que a maxima producdo de inulinase extra celular foi observada em um meio contendo
15g/L. de inulina e que acima desta concentra¢do ocorria um decréscimo da atividade

enzimatica.

Grootwassink e Hewitt (1983), na produgéo com Kluyveromyces fragilis em frascos

agitados, observaram que, no final da fase de crescimento, a produ¢do de inulinase era
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intensificada, num meio contendo agucares como a glicose, frutose ou sacarose.
Considerando-se que o crescimento foi realizado em condigdes de limitaggo pelo substrato,
supde-se que baixas concentragdes de aglcar, que sao observadas no final da fase de
crescimento, sejam pré-requisitos para a sintese de inulinase. As concentragdes elevadas de

substrato provavelmente causaram repressao catabélica no meio.

Os ensaios onde o pH foi superior a 3,5 ndo apresentaram atividade maior que
19 U/mL. Costa (1986) trabalhando com a enzima produzida por Kluyveromyces bulgaricus

em frascos agitados obteve também uma maior produtividade a pH 3,5.

Como pode ser observado na figura 4.1, em todos os ensaios ocorreu um incremento
de atividade apés 24 horas de fermentagéo. Como o objetivo foi obter um meio com alta
atividade para ser usado em estudos posteriores de purificagao, a avalia¢do dos efeitos das

variaveis sobre as respostas foi feita com 48 horas de fermentagao.
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Tabela 4.1 Planejamento experimental fraciondrio com atividade de inulinase (AD)

nas 24 e 48 horas de fermentacio.

Ensaio Sacarose Ext.lev. Peptona Ph K,HPO, Al Al
24 horas 48 horas
U/mL U/mL
1 -1 -1 -1 -1 #1 22,47 33,67
2 ] -1 -1 -1 -1 5,08 8,85
3 -1 +1 -1 -1 -1 28,80 42,78
4 +] +] -1 -1 +1 8,15 11,84
5 -1 -1 +1 -1 -1 17,66 26,26
6 +1 o} +1 -1 +1 20,74 31,58
7 21 +1 +1 4 +1 47,44 61,08
8 +1 +1 +1 -1 -1 40,92 59,47
9 | -1 =] +1 <1 5,53 6,31
10 +1 -1 -1 +1 +1 3.07 4,15
11 -1 1 -1 1 | 10,38 15,59
12 +1 +1 -1 +1 -1 2,63 3,88
13 -1 -1 +1 +1 +1 14,97 18,72
14 +*1 -1 +1 +1 -1 3,90 5,08
15 -1 +1 | g -1 12,60 17,62
16 +1 +1 +1 +1 +1 9,38 16,20
17 0 0 0 0 6,82 10,36
18 0 0 6,23 9,43
19 0 0 0 6,27 10,44

Tabela 4.2: Valores utilizados no planejamento fatorial fracionado

Nivel -1 0 +1
Sacarose (g/L) 10 20 30
Extrato levedura(g/L) 4 7 10
Peptona(g/L) 8 14 20

pH 3.5 4,5 5,5
K>;HPO4(g/L) 1 3 3
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Figura 4.1: Acompanhamento da atividade das fermentacdes nas 24 e 48 horas de

fermentacio para o planejamento fatorial fracionado
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A tabela 4.3 apresenta os efeitos das variaveis sobre a atividade. O efeito do
K,HPO, na atividade enzimatica foi baixo embora estatisticamente significativo. Os
resultados também mostraram que a produgdo de inulinase foi afetada mais
significativamente (ao nivel de significancia de 0,05) pela sacarose, extrato de levedura,
peptona e pH. Um incremento na concentragdo de sacarose € no pH (nivel -1 para +1)
conduziu a um decréscimo na atividade, enquanto que um incremento nas concentragdes do
extrato de levedura, da peptona e do K,HPO, levaram a maiores produgdes de inulinase. O
pH foi o efeito mais significativo estatisticamente, conforme se observa na figura 4.2,
mostrando que seu valor deve ser mantido baixo. No entanto, pHs abaixo de 3,5 provocam
perda de estabilidade e desnaturagdo da enzima (Costa,1986). Assim, o pH foi fixado em

3,5 nos ensaios posteriores.

Tabela 4.3 Estimativa dos efeitos para a atividade de inulinase.

Efeito Desvio t(2) P Lim. conf. Lim. conf.

U/mL padrao -95% +95%

Média 20,70 0,13 159,96 0,00004 20,14 21,26
Sacarose (g/L)* -10,12 0,28 -35,88 0,0008  -11,33 -8,91
Ext. lev. (g/L)* LL 73 0,28 41,59  0,0006 10,52 12,94
Peptona (g/L)* 13,62 0,28 4829 0,0004 12,41 14,83

pH* -23,50 0,28 -83,31 0,0001 -24,71 -22.28
K;HPO, (g/L)* 2.82 0,28 9,99 0,01 1,61 4,03

*fatores estatisticamente significativos (95% nivel de confianga).

Estudos realizados por Schneider (1996) para a produgdo de inulinase por
Kluyveromyces marxianus também mostraram a influéncia da quantidade de peptona na
atividade enzimatica. O autor verificou. que uma redugdo de bacto-peptona de 20 g/L para
10 g/L, 5 g/L e 0 g/L, levava a uma redugdo na atividade enzimatica de aproximadamente

14%, 20% e 25%, respectivamente.
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Figura 4.2 Efeito da sacarose, extrato de levedura, peptona, pH e K;HPO, sobre a

atividade enzimatica

As concentragdes de sacarose, extrato de levedura e peptona foram selecionadas e
estudadas utilizando um planejamento fatorial completo e analise de superficie de resposta.
O pH foi fixado em 3,5 por razdes ja4 comentadas anteriormente e a concentragao de K,P0O4

foi fixada em 1g/L (concentra¢do mais baixa estudada), por razdes econdomicas, devido ao

seu baixo efeito na atividade enzimatica.

4.1.2 Planejamento fatorial completo

As corridas e seus resultados de atividade, massa seca e concentragcdo de sacarose
apos 48 horas de fermentagdo estdo apresentados na tabela 4.4. O melhor valor para a
atividade ocorreu no ensaio 7 com sacarose no nivel —1 e extrato de levedura e peptona no
nivel +1, observando-se que este resultado ndo esta associado com maior quantidade de
massa seca. No caso desta, quanto maior a quantidade de sacarose (ensaio 10), maior o

crescimento celular. A tabela 4.5 apresenta os valores descodificados de cada nivel

utilizado.
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Tabela 4.4 Planejamento fatorial completo para atividade da inulinase

Ensaio Sacarose Ext.lev. Peptona Atividade Massaseca  Sacarose

48h (U/mL) 48h (g/Kg) 48h (g/L)
1 -1 -1 -1 33,93 5,76 0,29
2 +1 5| -1 34 44 7.91 0,36
3 -1 +1 =] 48,27 6,24 0,42
4 +1 +1 -1 23,87 8,55 0,48
s | =] +1 54,28 6,04 0,35
6 +1 -1 +1 56,02 8,07 0,43
7 -1 +] +1 75,19 6,85 0,43
8 vl *] +1 60,32 8,82 0,53
9 -1,68 0 0 40,67 4,96 0,29
10 +1,68 0 0 40,35 9,64 0,53
11 0 -1,68 0 43,36 5,95 0,38
12 0 +1,68 0 61,40 6,64 0,43
13 0 0 ~1.68 36,79 6,52 0,35
14 0 0 +1,68 69,94 152 0,48
15 0 0 0 54,86 6,72 0,44
16 0 0 0 51,98 7 0,43
17 0 0 0 53,10 7,18 0,43

Tabela 4.5: Valores utilizados no planejamento fatorial completo

Nivel -1,68 -1 0 +1 +1,68
Sacarose (g/L) 10 1405 20 25,95 30
Extrato levedura (g/L) - 521 7 8,79 10
Peptona (g/L) 8 1043 14 17,57 20
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Conforme ja colocada por Kushi ef alii (1996), provavelmente a sintese de inulinase
¢ regulada pela concentragdo de agicar residual no meio de cultura, e como podemos
observar na tabela 4.4, a concentragio de sacarose em todos os ensaios ja estava muito
baixa nas 48h, o que ja era esperado, visto que houve producdo de inulinase em todos os

Ccasos.

As tabelas 4.6 e 4.7 apresentam coeficiente de regressao, desvio padrdo, o valor t, o
valor p e os limites de confianga para a atividade de inulinase e a massa seca,
respectivamente. Como pode ser observado na tabela 4.6 os termos quadraticos para o
extrato de levedura e a peptona e os de interagdo entre sacarose e peptona e extrato de
levedura e peptona ndo foram estatisticamente significativos a 95% de confianca. Na tabela
4.7 s6 foram significativos os termos lineares para a sacarose e o extrato de levedura a 95%

de confianga e o termo linear para a peptona a 91% de confianga.

Tabela 4.6: Resultados do coeficiente de regressio, desvio padrio, valor t, valor pe
limites de confianca, provenientes do planejamento fatorial completo, para a atividade

de inulinase

Coef. de Desvio Lim., de Lim. de

regressio  padrio « P cont. o

-95% +95%

Média 53,32 2,45 21,73 0,000 47,52 59,13
(1)Sac (L)* -2,75 1,15 -2,39 0,048 -5,48 -0,03
Sac (Q)* -4,58 1.27 -3,60 0,009 -7,58 -1,57
(2)Ext. lev. (L)* 434 1,15 3,77 0,007 1,62 7,07
Ext. lev. (Q) -0,37 1,27 -0,29 0,779 -3,37 2,63
(3)Pep. (L)* 11,80 1,15 10,23 0,000 9,07 14,52
Pep. (Q) -0,02 1,27 -0,016 0,987 -3,02 2,98
1L x 2L* -5,19 1,50 -3,44 0,011 -8,75 -1,63
1L x 3L 1,34 1,50 0,89 0,401 -2,22 4,90

2L x 3L 2,68 1,50 1,78 0,118 -0,88 6,24

*fatores estatisticamente significativos (95% nivel de confianga).
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Tabela 4.7: Resultados do coeficiente de regressdo, desvio padrio, valor t, valor p e

limites de confianca, provenientes do planejamento fatorial completo, para a massa

seca
C:;:f. Desyio t(7) p Licl::ﬁ:.) ) Lir::;f(.l :

regres. BAGE0 -95% +95%

Média 7,01 0,24 29,34 0,000 6,45 7,58
(1)Sac (L)* 1,20 0,11 10,65 0,000 0,93 1,46
Sac (Q) 0,18 0,12 1,50 0,177 -0,11 0,48
(2)Ext. lev. (L)* 0,28 0,11 2,50 0,041 0,016 0,55
Ext. lev. (Q) 0,17 0,12 -1,38 0,210 -0,46 0,12
(3)Pep. (L)** 0,22 0,11 1,96 0,091 -0,04 0,48
Pep. (Q) 0,09 0,12 0,70 0,507 21 0,38

1L x 2L 0,01 0,15 0,08 0,934 -0,33 0,36

1L x 3L -0,06 0,15 -0,39 0,707 -0,40 0,29

2L x 3L 0,06 0,15 0,37 0,719 -0,29 0,40

*fatores estatisticamente significativos (95% nivel de confianga).

**fator estatisticamente significativo (91% nivel de confianga).

A tabela 4.8 apresenta a analise de varidncia (ANOVA) para a atividade e massa
seca. O coeficiente de correlagio (0.965 para atividade de inulinase (Al) e 0.949 para a
massa seca (MS)) e o teste F foram muito bons (9.4 e 9.9 vezes maior, respectivamente, que
o valor tabelado) a 95% de confianga. Assim, € possivel obter um modelo codificado que
descreva as respostas (Al e MS) em fungdo das variaveis analisadas. Para a atividade
enzimatica (AI) obteve-se um modelo de segunda ordem e para a massa seca (MS) de
primeira ordem linear. Os parametros estatisticamente ndo significativos foram eliminados
do modelo e adicionados 4 falta de ajuste. Os modelos foram adequados para descrever as
superficies de resposta de produgao de inulinase (Equac@o 4.1) e da massa seca (Equagao

4.2) de acordo com Box ez alii. (1978).
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Atividade = 52,94 — 2,75 Sacarose — 4,49 Sacarose® + 4,34 Ext. lev. + 11,8 Peptona —
5,19.Sacarose Ext. lev. 4.1)

Massa Seca = 7,01 +1,19.Sacarose + 0,28 Ext. lev. + 0,22 Peptona 4.2)

Sendo o principio do planejamento fatorial uma analise multivariavel, se existir
interagdo entre elas serd possivel a sua quantificacdo. Isto significa que ao variar, por
exemplo, a sacarose de —1 para +1, a mudanca na resposta pode ndo ser a mesma
dependendo assim da variagdo dos outros fatores. No estudo em questdo, isto pode ser
verificado através do efeito de interagdo significativo entre a sacarose e o extrato de

levedura (Equagéo 4.1).

Tabela 4.8: Analise de varidncia para a Atividade de Inulinase (AI) e Massa Seca (MS)

Fonte de Soma Quadritica Graus de Média Teste F
Variacio liberdade quadratica
Al MS Al MS Al MS Ar* wms®
Regressio 21312 213 5 3 547 .4 7 30,0 355
Residuo 200,6 2,3 11 13 18,2 0,2
Falta de 196.4 2.2 9 11
ajuste
Erro puro 4,2 0,1 2 2
Total 2937.8 23,6 16 16

Coeficiente de correlagdo: R=0,965 (Al) e R=0,949 (MS)
°F 0.95:5,11=3,2 0.95:3;13=3,6

Assim, o modelo para a atividade foi utilizado para construir as superficies de
resposta para a atividade enzimatica. Através da anélise das figuras 4.3 (a) e (b), verifica-se
que, quando a concentragdo de sacarose é baixa, a atividade é mais sensivel a variagdes na
concentragdo do extrato de levedura. Através das figuras 4.3 (c) e (d) observa-se que se a
concentra¢do de peptona € baixa (nivel —1,68), a atividade permanece ao redor de 18 U/mL
para toda faixa de concentragdo de sacarose. As figuras 4.3 (e) e (f) mostram os efeitos do

extrato de levedura e da peptona na atividade enzimatica. A produgdo de inulinase é maior
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a altas concentragdes de peptona e extrato de levedura. Quando o meio de cultura contém
20 g/L de peptona e 10 g/L de extrato de levedura, a produgdo de inulinase pode ser
superior a 75 U/mL. As superficies indicam que o 6timo para o meio de cultura € alta

concentragdo de peptona e de extrato de levedura e baixa concentragdo de sacarose.

Com base neste estudo, foram fixadas as condi¢des do meio de cultura: sacarose 14
g/L, extrato de levedura 10 g/L, peptona 20 g/L, K,HPO4 1 g/L e pH 3,5. Era esperado
através do modelo uma atividade de 87 U/mL. A atividade experimental apos 48 de
fermentagdo foi de 91 U/mL, a qual esta bem proxima da predita pelo modelo. A analise da
atividade enzimatica sobre a inulina nestas condigdes foi de 6,7 U/mL com uma taxa de S/
de 13,8. Esta taxa ¢ comparavel a encontrada por Rouwenhorst ez alii. (1990) e a produgao
de inulinase de 6,7 U/mL foi muito similar a reportada por Gupta ez alii. (1994) em um
meio contendo 1% de frutano. No caso da massa seca, o valor esperado era de 6,7 glkgeo
obtido experimentalmente foi de 6,9 g/kg, apenas 3% acima do valor calculado pelo

modelo.

O modelo da Equagdo 4.2 foi utilizado para construir as superficies de resposta para

a massa seca, as quais podem ser vistas na figura 4.4.

Conforme pode ser observado pelas figuras 4.4 (a) e (b) o aumento do extrato de
levedura e da peptona conduzem a maiores valores finais de massa seca, porém este efeito €
bem inferior ao da concentragdo de sacarose, como verificado nas figuras 4.4 (c), (d), (e) e
(f). Ao aumentar a concentragio do substrato na faixa estudada, a massa seca praticamente
dobra. Salienta-se novamente que 0 comportamento quanto ao substrato nao € 0 mesmo
para a atividade, ou seja, a produgéo de inulinase ndo esta associada ao crescimento na

faixa estudada.
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Figura 4.3: : Superficies de resposta e curvas de contorno para a atividade de
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Um ponto importante deste trabalho, além da otimizagdo da atividade enzimatica, €
a utilizagdo da sacarose como substrato, alternativa economicamente mais viavel que a
inulina. Quando comparadas as duas substancias a sacarose tem um custo em torno de 25 a
30 vezes inferior a inulina (Sigma, 1999). Guerrero et alii (1995) trabalhando com
Kluyveromyces marxianus CDBB-L 278, cepa denominada pelos autores como
hiperprodutora de inulinase, conseguiram uma produgo total da enzima de 18,56 U/mg de
celulas e producdo extracelular de 6,17 U/mg, quando utilizaram no meio 1% de inulina.
No caso, os autores definem uma unidade de atividade como a quantidade total de agucares
redutores liberados por minuto, logo isto representa uma atividade total de 9,28 U/mg de
biomassa e uma atividade extracelular de 3,09 U/mg considerando somente os pu mol de
frutose liberados por minuto. No presente trabalho obteve-se 91 U/mL, ou seja, uma
atividade de inulinase extracelular de 13,19 U/mg de células, um valor superior ao dos

referidos autores e utilizando-se sacarose como substrato.

4.1.3 Dindmica de producio da inulinase

No planejamento experimental os ensaios foram realizados simultaneamente, para
evitar interferéncia nos resultados de variaveis como concentra¢do de indculo, temperatura,
etc. Como o numero de analises foi alto, isto impossibilitaria a medida de atividade ao
longo do tempo para cada ensaio. Assim, de modo a verificar a dinimica de produgdo de
inulinase foi escolhido o meio otimizado através do planejamento experimental e realizado

0 acompanhamento da atividade e pH da fermentagio durante 62 horas.

A figura 4.5 apresenta os resultados de uma fermentagdo conduzida em triplicata,
usando as condigdes otimizadas para a atividade, a 30°C e 150 rpm. A atividade e o pH
tiveram o mesmo comportamento, aumentando até 42 horas de fermentacdo. Apods este
periodo ambas as varidveis tornaram-se praticamente estaveis. A maxima atividade foi ao
redor de 127 U/mL. Este resultado foi superior ao encontrado anteriormente (ultimo
planejamento), provavelmente porque ja ndo se estava utilizando o mesmo lote de matérias-

primas e o microrganismo, ja estava bem mais ativado.
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Figura 4.5 Dinimica da producio de inulinase por K. marxianus no meio otimizado

(sacarose 14 g/L, peptona 20 g/L, extrato de levedura 10 g/L, K;HPO.. 1 g/L e pH 3.5)

4.2 Estudo da influéncia da concentracio de substrato, pH e temperatura na

determinacio da atividade enzimatica

Uma vez otimizadas as condi¢des de produgdo da enzima, € muito importante O
estudo da concentragdo de substrato, pH e temperatura na determinagdo da atividade
enzimatica para verificar as melhores condigdes de atuagao da enzima. Assim, neste item
sdo apresentados os resultados dos quatro planejamentos realizados para este fim. A faixa

de valores das variaveis estudadas foi escolhida segundo a literatura.

A tabela 4.9 apresenta os ensaios realizados no primeiro planejamento experimental.
Como pode ser observado a atividade enzimatica pode variar drasticamente, de 3 a 100
U/mL, conforme a condi¢do experimental utilizada. Os piores resultados ocorreram nos
ensaios 7 € 8 quando o pH e temperatura eram elevados (nivel +1, ou seja, pH 5,5 ¢

temperatura 70°C). A tabela 4.10 apresenta a faixa de valores estudados para cada variavel.
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Tabela 4.9: Primeiro planejamento experimental: estudo da concentracio de sacarose,

pH e temperatura na atividade enzimatica.

Ensaio % Sacarose pH Temperatura Atividade
C) (U/mL)
1 -1 -1 -1 98,82
2 1 -1 -1 102,57
3 -1 1 -1 70,83
4 1 1 <] 71,55
5 -1 -1 1 46,82
6 1 -1 1 53,57
7 -1 1 1 3,62
8 1 1 1 7,42
9 0 0 0 100,75
10 0 0 0 94,84
11 0 0 0 103,17

Tabela 4.10: Valores utilizados no primeiro e segundo planejamento experimental

Nivel -1 0 +1
Sacarose (%) 2 3.5 50
pH 4,5 5,0 83
Temperatura (°C) 50 60 70

Na tabela 4.11 e na figura 4.6 pode-se observar os efeitos de cada variavel, bem

como os de interacao sobre a atividade enzimatica.
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Tabela 4.11: Resultados dos efeitos, desvio padrio, valor t, valor p e limites de

confian¢a, provenientes do primeiro planejamento

Efeito Desvio t(2) P Lim. Conf. Lim. conf.

padrao -95% 95%
Média 68,54 1,29 53,05 0,000355 62,98 74,10
Sac (1) 3,75 3,03 1,24 0,34 -9,28 16,79
pH (2)* -37,09 3,03 -12,24 0,006608  -50,13 -24,05
Temp (3)* -58,08 3,03 -19,17 0,002710  -71,12 -45,05
1x2 -1,50 3,03 -0,49 0,670590  -14,53 11,54
1:x3 1952 3.03 0,50 0,665693  -11,52 14,56
2 x 3% -7,58 3,03 -2,50 0,129336  -20,62 5,45

*p<0,05 (estatisticamente significativo a 95 % de confianca)
**p<(,15 (estatisticamente significativo a 85 % de confianga)
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Figura 4.6: Resultado dos efeitos da concentragiao de sacarose, pH, temperatura e suas

interacdes na atividade enzimatica.
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A partir deste primeiro planejamento, observa-se que a concentracio de substrato,
bem como as interagdes entre as varidveis ndo influenciaram significativamente na
atividade da enzima, dentro das faixas estudadas. No entanto, o efeito do pH e da
temperatura foram estatisticamente significativos a 95% de confianga, onde um incremento

nestas variaveis pode acarretar em uma diminui¢do drastica na atividade enzimatica.

O mesmo trabalho foi feito utilizando inulina como substrato. Os resultados do
segundo planejamento sio mostrados na tabela 4.12. A atividade variou de 0,5a 7,3 UmL,
com os piores valores de atividade correspondendo a elevada temperatura,
independentemente do nivel em que se encontrava a concentrag¢do de inulina e o valor do

pH.

Tabela 4.12: Segundo planejamento fatorial: estudo da influéncia da concentracio de
inulina, pH e temperatura na atividade de inulinase

Ensaio % Inulina pH Temperatura Atividade
O (U/mL)
1 b -1 -1 3,88
? ! -1 -1 6,16
’ L 1 -1 5,65
b 1 1 -1 7,09
’ 1 -1 1 0,52
° 1 -1 1 1,00
’ -1 1 1 0,76
s L ! 1 0,79
¢ 0 0 0 7.19
= 0 0 0 7,30
. 9 0 0 7,28

Na tabela 4.13 sao observados os efeitos das variaveis do segundo planejamento
sobre a atividade enzimatica. Apesar de todas as variaveis serem significativas a 95% de
confianga, isto ocorreu devido ao desvio padrdo ser muito baixo através da analise do erro
puro, sendo que a variavel de maior importancia é a temperatura, com seu incremento
conduzindo a um decréscimo na atividade enzimatica.
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Tabela 4.13: Resultados dos efeitos, desvio padrio, valor t, valor p e limites de

confianc¢a, provenientes segundo planejamento fatorial

Efeito Desvio @) " Lim. Conf. Lim. conf.
(U/mL) padrao -95% 95%
Meédia. 4,33 0,02 271,40 0,000014 4,26 4,40
(1)Sac (L)* 1,06 0,04 28,26 0,001250 0,90 1:23
(2)pH (L)* 0,68 0,04 18,24 0,002992 0,52 0,84
(3)Temp (L)*  -4.93 0,04 -131,69  0,000058 -5,09 4,77
1L x 2L* -0,32 0,04 -8,62 0,013195 -0,48 -0,16
1L x 3L* -0,80 0,04 -21,45 0,002167 -0,96 -0,64
2L x 3L* -0,67 0,04 -17,84 0,003127 -0,83 -0,51

*p<0,05 (estatisticamente significativo a 95 % de confianga)

Os resultados dos dois planejamentos permitem definir as variaveis que tém efeito
significativo na resposta de interesse, sendo possivel elaborar o planejamento completo e

determinar a faixa 6tima de operagéo para obter maior atividade.

Para a sacarose, a temperatura ¢ o pH foram as varidveis mais importantes na
atividade enzimatica e estatisticamente significativas a um nivel de 95% de confianga. No
caso da inulina a temperatura foi a variavel que mais afetou o valor da atividade enzimatica,
um incremento de 50°C a 70°C provocou em média uma queda de 4,93 U/mL. No entanto,
para a realizagdo dos dois planejamentos seguintes foram escolhidos a temperatura e o pH
como variaveis a serem estudadas para ser possivel a comparagao dos resultados e

consequentemente a relagdo S/I para cada ensaio.

A tabela 4.14 apresenta os ensaios do terceiro (substrato: sacarose a 2%) e quarto
(substrato: inulina a 2%) planejamentos completos com as respectivas respostas de
atividade enzimatica sobre a sacarose (S) € a inulina (I), e a relagdo entre elas (S/T). Valores
baixos (<100) indicam que a enzima esta agindo como inulinase e altos como invertase
(Ettalibi & Baratti, 1987). A tabela 4.15 apresenta os valores codificados e reais estudados
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para os dois planejamentos. A figura 4.7 mostra a relagio S/I para cada ensaio. Esta relagdo

varia de 9,5 até 77,2, conforme a condigdo de pH e temperatura utilizados na reacao.

Tabela 4.14: Terceiro e quarto planejamentos experimentais

Ensaio pH Temperatura Atividade sobre a Atividade sobre a S/
sacarose (U/mL)  inulina (U/mL)
1 -1 -1 61,54 3.7 9,47
2 1 -1 58,76 6,03 9,74
3 4 1 131,83 1,54 71,64
4 1 1 105,82 2,85 37.13
5 -1,41 0 97,01 8,69 11,16
6 1,41 0 91,95 7,38 12,46
¥ 0 -1,41 57,44 5.6 10,26
8 0 1,41 81,81 1,06 77,18
9 0 0 109,92 7,48 14,69
10 0 0 113,79 6,52 17,45
11 0 0 109,2 6,28 17,39

Tabela 4.15: Valores utilizados no terceiro e quarto planejamento experimental

Nivel -1,41 -1 0 +1 1,41
pH 4,5 4,64 5 5,36 5.5
Temperatura (°C) 40 44.4 55 65,6 70
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Figura 4.7: Histograma da relacdo S/I para cada ensaio realizado

Analisando-se a tabela 4.14 e o grafico 4.7, verifica-se nos ensaios 3, 4 e 8, onde a
temperatura foi mais elevada (condigGes +1(66°C) e +1,41(70°C)), uma baixa atividade
sobre a inulina, embora a atividade sobre a sacarose permanecesse alta, resultando em um
valor de S/I alto. Temperaturas mais baixas, como nos ensaios 1, 2 e 7 (condi¢des —1(44°C)
e —1,41(40%)), favoreceram principalmente a agdo da enzima sobre a inulina, diminuindo
entdo o valor de S/I. Desta forma, variando as condigdes do meio reacional, pode-se

favorecer a atividade da enzima sobre a inulina ou a sacarose, conforme desejado.

Rouwenhorst ef alii. (1990), trabalhando com inulinase de Kluyveromyces
marxianus CBS 6556, obtiveram uma taxa S/I de 13 para o sobrenadante do caldo
fermentado. Os pesquisadores utilizaram pH 4,5 e 50°C. Neste trabalho, utilizando-se os
mesmos valores de pH e temperatura nos modelos estabelecidos (equagoes 43 ed44)a
relagdo encontrada foi de 13,1, ou seja, igual a dos referidos autores. O conhecimento da
influéncia do pH e da temperatura na atividade enzimatica permite comparar relagdes S/1

obtidas em diferentes condigdes.

A tabela 4.16 apresenta os valores dos coeficientes de regressao, o desvio padrio, o

valor 7, p e dos limites de confianga superiores e inferiores para o terceiro planejamento,
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com sacarose como substrato. Para valores de p obtidos, verifica-se que todos os

parametros sdo estatisticamente significativos a 95% de confianca (p<0,05).

Tabela 4.16: Tabela de coeficientes de regressao, desvio padrio, valor t, valor p e

limites de confianca, utilizando a sacarose como substrato

Coef. Desvio Lim. Conf. Lim. conf.

regres. padrio "2 3 -95% +95%

Média 110,94 1,42 77,84 ,000165 104,81 117,07

(1) pH (L)* -4,50 0,87 -5,15 ,035660 -8,26 -0,74
pH (Q)* -6,36 1,04 -6,10 ,025810 -10,85 -1,88
(2)Temp (L)* 19,02 0,87 21,76 ,002105 15,26 22,78
Temp (Q)* -18,87 1,04 -18,09 ,003042 -23.36 -14,38
1L x 2L* -5,81 1,23 -4,70 ,042324 -11,12 -0,50

*p<0,05 (estatisticamente significativo a 95 % de confianga)

Analisando-se a tabela 4.17 de Analise de Variincia (ANOVA) verifica-se que o
modelo obtido apresenta um coeficiente de correlagdo de 91% e que o F calculado é
superior ao F tabelado para 90% de confianca. Através da validagdo dos parametros de
estudo, obteve-se o modelo quadratico (Equagio 4.3) que representa 0 comportamento da
atividade enzimatica, utilizando-se sacarose como substrato, dentro de uma determinada

faixa de pH e temperatura.

Atividade (sacarose) = 110,94 - 4,5pH - 6,36. pH® + 19,02 Temp — 18,87.Temp® —
5,81.pH .Temp (4.3)
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Tabela 4.17: ANOVA do terceiro planejamento utilizando sacarose como substrato

Fonte de Soma Graus de Média
varia¢io quadratica liberdade quadratica Teste B
Regressao 5181,15 3 1036,23 4,98
Residuos 1039,54 5 207,91
Falta de ajuste 1027.35 3
Erro puro 12,19 2
Total 6220,69 10
Fo90:5:5 = 3,45

Coeficiente de correlagdo: R=0,91

A tabela 4.18 apresenta os valores dos coeficientes de regressao, o desvio padrao, o
valor 7, p e dos limites de confianga superiores e inferiores para o quarto planejamento, com
inulina como substrato. Para valores de p obtidos, verifica-se que a temperatura foi o unico

parametro estatisticamente significativo, a um nivel de confianca de 95%.

Tabela 4.18: Tabela de coeficientes de regressio , desvio padrio, valor t, valor p e

limites de confianca, utilizando a inulina como substrato.

Coef. Desvio Lim. Conf. Lim. conf.
regres. padrao "4 ¥ -95% +95%
Média 6,76 0,37 18,34 0,003 5,17 8,35
(1) pH (L) -,02 0,23 -0,11 0,919 -0,99 0,95
pH (Q) 0,22 0,27 0,84 0,491 -0,94 1,39
2)Temp (L)* -1,72 0,23 -7,62 0,017 -2,70 -0,75
Temp (Q)* -2,14 0,27 -7,93 0,015 -3,30 -0,98
1L by 2L 0,24 0,32 Q.77 0,523 -1,13 1,62

*p<0,05 (estatisticamente significativo a 95 % de confianga)

A Analise de Variancia (tabela 4.19) indica um coeficiente de correlagao de 93% e
um F calculado aproximadamente 6 vezes maior que 0 tabelado ao nivel de 95% de
confianca. Assim, ignorando os efeitos ndo significativos na resposta final, o modelo
quadratico obtido mostra que a atividade enzimatica depende exclusivamente da
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temperatura através de uma equagdo de segunda ordem (equacdo 4.4). A derivada desta
equagdo indica que a temperatura que fornece maior atividade sobre a inulina esta entre

50°C e 51°C.
Atividade (inulina) = 6,97 — 1,72. Temp — 2,21 Temp® (4.4)

Tabela 4.19: ANOVA do quarto planejamento utilizando a inulina como substrato

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
variacao quadratica liberdade quadratica
Regressao 53,48 2z 26,74 25,62
Residuos 8,35 8 1,04
Falta de ajuste 7,54 6
Erro puro 0,81 2
Total 61,83 10

F0195;2;8:4346

Coeficiente de correlagdo: R=0,93

A partir dos modelos foi possivel gerar as superficies de respostas que estio

apresentadas nas figuras 4.8 € 4.9.

Observa-se que, quando utilizou-se sacarose como substrato (figura 4.8), obteve-se
uma elevada atividade, ao redor de 110 U/mL, com valores de pH entre 4,5 ¢ 5 ¢ a
temperatura de 60-68°C. Ja quando foi utilizada a inulina como substrato (figura 4.9), a
variagdo do pH ndo influenciou a atividade enzimatica (ndo foi estatisticamente
significativo), como pode ser verificado na superficie de resposta obtida, indicando uma
temperatura 0tima de rea¢do para maximizagdo da atividade entre 50-51°C, obtendo-se um

valor de 7,3 U/mL.
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Figura 4.8: Superficies de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a atividade da

inulinase sobre a sacarose, em func¢io do pH e da temperatura.
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Figura 4.9: Superficies de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a atividade da

inulinase sobre a inulina, em func¢fio do pH e da temperatura.

A temperatura Gtima para hidrélise da sacarose foi maior do que para a inulina, sendo
que Guerrero ef alii. (1995) e Rouwenhorst er alii (1988) reportaram O mesSmMO
comportamento observado neste trabalho. Guerrero et alii. (1995) apresentaram também o
perfil de pH. A variagdo de pH de 4 para 6 n3o mudou a atividade sobre a inulina, porém para
a sacarose ocorreu um incremento com o pH ao redor de 5, sendo estes resultados similares
para a inulinase obtida neste trabalho. Estas informagdes sdo muito interessantes ao nivel de
implantagdo industrial e de controle de processo, pois mostram que para uma boa faixa de
temperatura (55 a 68°C para a sacarose e 45 a 55°C para a inulina) e pH (4,5 a 5,2 para a

sacarose e 4,5 a 5,5 para a inulina) a atividade se mantém préxima da atividade 6tima.
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4.3 Resultados da etapa de recuperacio e purificacio da enzima

Neste item sdo apresentados os resultados de purifica¢do, utilizando resina de troca

i6nica, da enzima inulinase obtida por fermentagdo com Kluyveromyces marxianus.

4.3.1 Cinética de adsorcio

Os ensaios de adsor¢do a, b e ¢ com atividade inicial de 19,95 U/mL, 28,57U/mL e
51,28 U/mL, respectivamente (tabela 3.2) sdo apresentados nas figuras 4.10, onde pode-se

observar o perfil da enzima livre em solugdo ao longo do tempo.

10

—®—ensaio a)

—A— ensaio b)
0.8+ \ —e— ensaio ¢)

0.6+

0.4+ \\

cre,

935 \I\‘H‘L\A——A\‘

0.0+

Tempo (minutos)

Figura 4.10: Curvas cinéticas para os testes com atividade inicial de 19,95 U/mL (a),
28,57U/mL (b) e 51,28 U/mL (c) (sistema: resina streamline SP, caldo bruto

clarificado, puro ou diluido em tampao acetato, pH 3,5, temperatura de 25°C)

Conforme se verifica na figura 4.10, ap6és 90 minutos ja atingiu-se o
equilibrio para todas as curvas. Pode-se assim utilizar o tempo de 120 minutos (2 horas)

para os testes subsequentes de obtenc@o da isoterma de adsor¢do. A quantidade de enzima
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adsorvida em 120 minutos por mL de resina foi de 995,8 U/mL, o que corresponde a 92%
da enzima adicionada ao reator para o teste a), 1284,7 U/mL de resina, 0 que corresponde a

83% da enzima adicionada ao reator para o teste b) e 1255 U/mL de resina, correspondendo

a 45% da enzima utilizada no teste c).

Nos testes de atividade inicial de 28,57 ¢ 51,28 U/mL (ensaios b e ¢) a capacidade
de adsorgdo foi praticamente a mesma, o que indica que estes valores estdo proximos do

valor maximo de saturagdo.

4.3.2 Isoterma de adsorcao

A tabela 4.20 apresenta os valores de atividade inicial (Co (U/mL)), a atividade em
solugdo no equilibrio (C*) e a atividade adsorvida por mL de resina (Q*), para os testes

batelada de adsor¢do da enzima inulinase com a resina Streamline SP.

Tabela 4.20: Dados experimentais obtidos nos testes batelada de adsorcio da enzima

inulinase pela resina Streamline SP a 25°C

Ensaio  Co (U/mL) C*(U/mL) Q*(U/mL)

1A 503 23 12703
1B 50,3 23,5 1242.4
2A 39,5 15,3 11452

ZB** = s
3A 36,4 11,6 11933
3B 36,4 11,6 1188
4A 33,6 9 1194,5
4B 33,6 8,1 12436
5A 28,1 33 1230,4

SB** - -
6A 23,7 1,9 1082,9
6B 23,7 1.8 1089,4
7A 20,6 1 976,6
7B 20,6 1,2 9653
8A 19,6 1 925.9
8B 19,6 1 925.9

**dados ndo obtidos

O caldo utilizado para construgio das isotermas esta descrito no item 3.3.7.1
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A partir dos dados de C* e Q* foi obtida a isoterma de adsorgdo, conforme figura
4.11. Considerando que a isoterma se ajusta ao modelo de Langmuir, pode-se construir o
grafico 1/Q* versus 1/C* (figura 4.12) e obter Qm e kd, onde Qm ¢ igual a 1254 U/mL de

resina e kd 0,325 U/mL, com um coeficiente de correlagio de 0,914.

Na obtengdo destes dados cinéticos a maior dificuldade foi que, ao se trabalhar com
uma resina com alta capacidade de adsor¢do, o volume de resina era pequeno para a
quantidade de enzima. Portanto, qualquer diferenca de analise dos valores de atividade
inicial e final da solu¢cdo, mesmo na ordem maxima de 5%, poderia conduzir a erros na
ordem por exemplo de 100 U na adsor¢do por mL de resina, o que prejudicaria 0s
resultados. Isto foi minimizado determinando-se os pontos da isoterma em duplicata.

Através das analises dos brancos ndo foi verificada desnaturagdao da enzima durante este

processo.

1400 g

1200

1000

A A A & a4 o o 2

800

QF (U/mlL resina)

S 10 15 20 25
C* (U/mL solugdo)

Figura 4.11: Dados experimentais de adsor¢iio de inulinase (O) e ajuste ao modelo de

Langmuir (—)
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Figura 4.12: Linearizac¢io dos dados 1/q* e 1/C* para determinacdo de Qm e kd

4.3.3 Obtencio dos parametros cinéticos e de transporte de massa

Através da isoterma e dos dados de adsor¢do em tanque agitado, conhecendo-se
Qm, Kd e CO foi possivel obter os valores dos parametros cinéticos intrinsecos (k1 e k2) e
pardmetros de transporte de massa como difusividade efetiva (Def) e coeficiente de
transferéncia de massa (Ks), para as trés curvas de adsor¢do (figura 4.10), bem como a

porosidade da particula (ep) , conforme apresentado na tabela 4.21.

Na tabela 4.21, o valor de k2 foi obtido mediante a relagdo Kd = k2/kle o numero

de Biot foi calculado através da expressdao Bi = Ks.R/Def
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Tabela 4.21: Parametros obtidos no ajuste dos dados de adsorcio

Parametros 45% de meio 60% de meio Meio puro
Der(cm’/s) 1,105 e-006 6,58 e-007 3,25e-007
K, (cm/s) 5,03e-002 5,03e-004 5,03e-004
k; (mL/U.min) 6,52e-003 6,52e-003 6,52e-003
k2 (1/min) 2,09e-003 2,09e-003 2,09e-003
Bi 4552 7,6 15.5
Q. (U/mL resina) 1254.1 1254,1 1254,1
K4 (U/mL solu¢io) 0,32 0,32 0,32
Co (U/mL) 19,95 28,57 51,28
&p 0,51 0,51 0,51

A seguir estdo apresentadas nas figuras 4.13, 4.14 e 4.15 as curvas cinéticas

experimentais e as resultantes das simulagoes.
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Figura 4.13: Ajuste dinimico do ensaio com 45% de caldo bruto em tampio acetato

pH 3,5, com 19,95 U/mL de atividade inicial
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Figura 4.14: Ajuste dinimico do ensaio com 60% de caldo bruto em tampio acetato

pH 3,5, com 28,57 U/mL de atividade inicial
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Figura 4.15: Ajuste dinimico do ensaio com caldo bruto e 51,28 U/mL de atividade

inicial
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Os ensaios com 45 e 60% de caldo bruto apresentaram um ajuste muito bom com R>
de 0,996 € 0,998 respectivamente (figuras 4.13 e 4.14). Observa-se através da Figura 4.15
que o ajuste com o caldo bruto sem diluigdo ndo foi tio bom quanto os demais (R? de
0,977). Isto era esperado em fungdo da grande quantidade de interferentes presentes no

meio, o que pode acarretar diferencas nas analises.

Os valores encontrados de k1, k2 foram os mesmos para os trés testes, indicando
que a cinética de adsor¢do ¢ sempre a mesma, independente da concentragdo de proteinas
no meio (Tabela 4.21), na faixa estudada. O valor de Def aumenta conforme ocorre uma
reducdo da concentragdo no meio. O valor de Ks aumenta quando a dilui¢do do meio é de
55% (45% de meio).

Outros trabalhos ja haviam relatado este mesmo comportamento. Chase & Draeger
(1992), trabalhando com resina de troca idnica, observaram um aumento de Defe Ks com a
reducdo da concentragio celular do meio. Aratijo (1996), trabalhando com a resina Acell
Plus (troca i6nica, porosidade 0,6), com adsor¢do de BSA em tampdo Tris 0,02 mol/L pH
7,0, teve uma redugdo de Ks e da Def com o aumento da concentragdo inicial de BSA, na
faixa de 1,5 a 4 mg/mL. A influéncia da concentragdo de lisozima foi estudada por Garke ef
alii (1999), onde os autores verificaram que a difusividade efetiva era dependente da
concentragdo de proteinas do meio. A explicagéo dada por esses autores ¢ que uma maior
concentragao de protefnas provavelmente conduz a um aumento das interagdes estéricas
entre as moléculas e das moléculas com a parede do poro do adsorvente, o qual resultaria

em uma difusdo mais lenta.

4.3.4 Selegio das condigdes de eluiciio de coluna de leito fixo

A seguir sdo apresentados os ensaios de purificacdo realizados na coluna de leito
fixo. A medida em que os resultados do ensaio eram obtidos, estabelecia-se os parametros
de trabalho para o teste seguinte. A tabela 4.22 apresenta as condi¢des utilizadas em cada

ensaio.
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Todos os ensaios foram realizados com uma velocidade de alimentagio do meio de
cultura de 300 cm/h.

Na tabela 4.23 sdo apresentados, para cada ensaio, para a amostra de alimentagéo
(caldo bruto) e para a amostra de saida na elui¢do (Streamline SP) os dados de: volume
alimentado € o coletado, atividade e proteinas totais e atividade especifica (atividade por
mg de proteina), bem como os resultados de recuperag@o e fator de purificagdo obtidos em

cada teste. Cada um dos ensaios sera discutido, isoladamente, a seguir.

Tabela 4.22: Condigdes utilizadas nos testes de purificagio da inulinase em coluna de

leito fixo.
Teste Tipo de elui¢do Veloc. na lavagem e Faixa de conc. PH
elui¢do (cm/h) salina utilizada eluiciao

1 gradiente 150 0-1M 3.5
2 degrau 150 0,5-1M 3.5
3 degrau 100 0,5-1M 3,5
4 degrau 100 0,8-1M 3,5
5 degrau 100 M 3.5
6 gradiente 100 0-1M 4.1
7 degrau 100 0,5-1M 4,1
8 gradiente 100 0-1M 4,5
9 gradiente 100 0-1M 5,0
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Tabela 4.23: Resultados de purificacio da inulinase para os ensaios realizados na
coluna de leito fixo.

Teste Fracgoes Vol Utotal P total U/mg FP* Rec%
(mL) (mg)
Caldo Bruto 3 120 27 4.4 1 100
1 Streamline SP 4 60,4 3.6 16,8 3,8 50,3
Caldo Bruto 3 119 27 44 1 100
2 Streamline SP 6 54,7 3,9 14,1 3.2 46
Caldo Bruto 3 119 27 4.4 1 100
3 Streamline SP 4 56,4 3.9 14,5 3.3 47
Caldo Bruto 3 116,7 24.6 4,7 1 100
4 Streamline SP 4 35.3 2.8 12,6 2.7 30,3
Caldo Bruto 3 128.6 24,6 5,2 1 100
5 Streamline SP 4 2,6 3.4 0,8 0,2 2.1
Caldo Bruto 3 120,9 26 4.6 1 100
6 Streamline SP 4 81.6 2.6 30,4 6.6 67,5
Caldo Bruto 3 126 24,2 52 1 100
7 Streamline SP 4 84,3 3.8 22,2 4,3 66,9
Caldo Bruto 3 178,3 25,3 7,0 1 100
8 Streamline SP 4 9,2 2,5 3.7 0,5 52
Caldo Bruto 3 194,1 23,9 8.1 1 100
9 Streamline SP 2 7.4 2.7 2.7 0,3 3,8

*FP - fator de purificagdo

** Rec % - percentual de recuperagdo

TESTE 1

O teste apresentado na figura 4.16 foi realizado com meio sem células, de atividade

inicial de 40 U/mL. A resina foi equilibrada com tampdo acetato pH 3,5 a 0,02 M. a seguir
foram aplicados 3 mL de meio a uma velocidade linear de 300 cm/h (aproximadamente o

que € utilizado quando se trabalha no leito expandido), seguidos de lavagem da resina,

novamente com tampdo acetato de mesma molaridade e pH empregados no equilibrio,
mantida a alimentacdo a 300 cm/h. A elui¢do foi realizada utilizando-se um gradiente linear

salino, com velocidade de 150 crov/h. Conforme se observa, a enzima foi eluida com uma

concentra¢do de NaCl entre 0,8 e 0,9 M. Os resultados finais estdo apresentados na tabela

4.23, onde se obteve uma recuperagdo de 50,3 % e um fator de purificagdo de 3,8 vezes.
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Figura 4.16: Histograma do teste 1 para purificacio da enzima inulinase em coluna de
leito fixo H/R 5/5 da Pharmacia preenchida com resina de troca iénica Streamline SP

para leito de 4 cm de altura.

E dificil comparar os resultados obtidos com os da literatura, pois, em geral,
estes t€ém passos preliminares antes da passagem na resina de troca i6nica. AZHARI et alii
(1989), trabalhando com inulinase fornecida pela NOVO Co. (enzima de Aspergillus),
dialisaram inicialmente a enzima contra tampao acetato de sodio pH 4,1 e posteriormente
liofilizaram a enzima. O po6 foi dissolvido em agua e passado em coluna catidnica CM-
Sepharose. A elui¢do foi a pH 4,1 em acetato de soédio 0,01M e posteriormente com NaCl
0,3M em tampado. Apds a coluna cromatografica obtiveram 2 picos de atividade, com um

rendimento total de 45,4% e um fator de purificagdo de 1,7 vezes.
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TESTE 2

Em fungdo da maior aplicabilidade em escala industrial de uma elui¢do do tipo
degrau, foram realizados diversos ensaios para buscar reproduzir a condi¢do do teste 1,

porém com este novo tipo de eluigdo.

No teste 2, o procedimento foi idéntico ao teste 1 até a etapa de lavagem, porém a
eluicdo foi feita com NaCl em tampao acetato 0,02 M pH 3,5 iniciando com concentragdo
0,5 M até 1M, na forma degrau, conforme se observa na figura 4.17. O caldo utilizado
apresentava atividade de 40,8 U/mL. A enzima foi liberada quando a concentragdo de sal
atingiu 1M. Os resultados finais deste teste podem ser verificados na tabela 4.23, a
recuperagdo final sendo de 46 % e o fator de purificagdo de 3,2 vezes.
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Figura 4.17: Histograma do teste 2 para purifica¢io da enzima inulinase em coluna de
leito fixo H/R 5/5 da Pharmacia preenchida com resina de troca ionica Streamline SP

para leito de 4 cm de altura.
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TESTE 3

O teste 3 diferiu do teste 2 somente pela velocidade empregada na elui¢do, que foi
menor, 100 cm/h. O histograma pode ser observado na figura 4.18 e os resultados na tabela
4.23. A recuperagdo foi de 47 % e o fator de purificagdo de 3,3 vezes.

Os resultados encontrados no teste 2 e 3 foram praticamente idénticos, optando-se

por trabalhar nos proximos testes com uma velocidade linear de 100 cm/h na eluigéo.
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Figura 4.18: Histograma do teste 3 para purificacdo da enzima inulinase em coluna de

leito fixo H/R 5/5 da Pharmacia preenchida com resina de troca ionica Streamline SP

para leito de 4 cm de altura.
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TESTE 4

No teste 4 apresentado na figura 4.19, optou-se por realizar uma elui¢io com menos
passos alimentando diretamente com NaCl 0,8M em tampdo acetato. A enzima eluiu ainda
no 0,8 M e em menor quantidade que nos testes 2 e 3, com 30,3 % de recuperagdo somente
(tabela 4.23).

Como pode ser visto nos testes anteriores do tipo degrau, a enzima eluiu somente
com alta concentracdo salina. Uma hipétese seria a ocorréncia da formagio de um gradiente
salino na superficie da resina e, somente quando no local da enzima o sal atinge uma
determinada concentragdo, esta € liberada. Ao aplicar diretamente 0.8 M este gradiente
seria formado mais rapidamente, promovendo a liberagdo da enzima mais cedo (menor

volume aplicado na coluna).
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Figura 4.19: Histograma do teste 4 para purificacio da enzima inulinase em coluna de
leito fixo H/R 5/5 da Pharmacia preenchida com resina de troca idnica Streamline SP

para leito de 4 cm de altura.
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TESTE 5

Em fun¢do dos resultados encontrados optou-se por realizar um teste alimentando
diretamente com 1 M (teste 5) esperando-se que, a0 empregar diretamente alta molaridade,
a enzima teria uma dessor¢do mais eficaz. Este teste estd representado na figura 4.20.
Apesar da elevada concentragéo de proteina de saida (figura 4.20), praticamente ndo se teve
enzima na elui¢do (tabela 4.23), provavelmente esta se desnaturou. Este comportamento
pode ter ocorrido em fung@o do choque de contato diretamente com a alta molaridade do sal

associado a um pH baixo (3,5).
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Figura 4.20: Histograma do teste S para purifica¢cio da enzima inulinase em coluna de
leito fixo H/R 5/5 da Pharmacia preenchida com resina de troca i6nica Streamline SP

para leito de 4 cm de altura.
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TESTE 6

Dando continuidade ao trabalho, optou-se por realizar um teste em que a eluigdo
fosse feita a um pH acima de 3,5 de modo a buscar uma maior estabilizagdo para a enzima.
O teste 6 foi realizado conforme teste 1, que havia apresentado um bom resultado, sendo

que a eluicdo foi feita com velocidade de 100 cm/h e com pH de 4,1. O ensaio esta

representado na figura 4.21.
_____ sabsorb. - -B- - atividade
- conc.sal -
41,0
408
E
= 24 o
< e =]
<
K 406 3
s =]
= & %
c ~_~ (@]
o3 : g
g - 3404 2
=] | —
2 \®
o d
402
Jo0

Volume coletado (mL)

Figura 4.21: Histograma do teste 6 para purificacio da enzima inulinase em coluna de
leito fixo H/R 5/5 da Pharmacia preenchida com resina de troca iénica Streamline SP

para leito de 4 cm de altura.

Os resultados do teste 6 estdo apresentados na tabela 4.23. O comportamento neste
teste foi 0 mesmo do teste 1, porém os resultados foram bem superiores, mostrando que um
maior pH de eluicdo conduz a uma maior estabilizagdo da enzima. Obteve-se uma

recuperagdo de 67,5 % e um fator de purificagdo de 6.6 vezes.

98



CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

TESTE 7

No teste 7 buscou-se obter o mesmo resultado do anterior porém com a eluigio em
degrau, conforme figura 4.22.
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Figura 4.22: Histograma do teste 7 para purifica¢io da enzima inulinase em coluna de

leito fixo H/R 5/5 da Pharmacia preenchida com resina de troca i6nica Streamline SP

para leito de 4 cm de altura.

Novamente a enzima foi recuperada com NaCl em 1M, conforme teste 3. A
recuperagdo foi de 66,9 %, praticamente idéntica a do teste anterior. O fator de purificagio
(4,3) foi menor porque a amostra retirada de 2 mL foi grande para estes casos, permitindo
que proteinas eluidas antes da enzima acabassem se misturando com a mesma, diminuindo

o resultado final expresso em U por mg de proteina.
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Como se obteve melhores resultados com o pH de eluigdo maior que o de
alimentagdo, ainda foram realizados dois testes, um com pH 4,5 (teste 8) e outro com pH

5,0 (teste 9), para verificar se existiria um ponto 6timo.

TESTE 8

Neste teste a elui¢do foi realizada com pH 4,5. O resultado obtido foi desfavoravel,
talvez pela enzima sair num pH proximo ao ponto isoelétrico, acarretando numa
precipitagdo da enzima. A recupera¢do caiu muito, para 5,2 % (tabela 4.23), ndo sendo

possivel utilizar este pH.
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Figura 4.23: Histograma do teste 8 para purificacdo da enzima inulinase em coluna de
leito fixo H/R 5/5 da Pharmacia preenchida com resina de troca iénica Streamline SP

para leito de 4 cm de altura.
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TESTE 9

Neste teste a eluigdo foi feita com pH 5,0. O teste mostrou resultados ainda mais
desfavoréveis que o anterior, com recupera¢io de somente 3,8 % da enzima alimentada,

mostrando que o pH ndo deve ultrapassar o ponto isoelétrico.
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Figura 4.24: Histograma do teste 9 para purifica¢io da enzima inulinase em coluna de
leito fixo H/R 5/5 da Pharmacia preenchida com resina de troca idnica Streamline SP

para leito de 4 cm de altura.

Assim, pela analise dos resultados obtidos verifica-se que as condigdes empregadas
nos testes 6 ¢ 7 foram as melhores, estabelecendo-se entdo a operagdo no leito expandido
nas condi¢des do teste 7 (eluicdo do tipo degrau, com velocidade de 100cmvh, concentragio
salina de 0,5 a 1 M e pH 4.,1). A elui¢do em degrau foi escolhida por ser mais adequada

para trabalho em larga escala.
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4.3.5 Ensaios na coluna Streamline 25
4.3.5.1 Estudo do comportamento hidrodinamico

As caracteristicas de expansdo da resina Streamline SP, como uma fung¢do da
velocidade superficial para os liquidos de fluidizagdo tampao acetato 0,02M pH 3,5 e meio

de cultura, através do leito expandido, sdo apresentadas na figura 4.25.
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Figura 4.25: Altura de expansio do leito em fun¢ido da velocidade superficial

Verifica-se uma expansio um pouco maior do leito quando aplicou-se o caldo bruto,
o que ja era esperado em fungdo da maior viscosidade desta solugdo (tabela 4.24). Assim,
para uma mesma velocidade linear aplicada, a altura atingida pela resina. ao trabalhar-se

com o caldo bruto, sera maior que quando aplicada uma solu¢do tampao.

A figura 4.26 apresenta o grafico do In da velocidade linear pelo In da porosidade.
Para tal, foi considerada a porosidade do leito fixo como sendo 0,4 (Chang & Chase, 1996).
Através do coeficiente angular, se obtém o valor do expoente de Richardson-Zaki e, a partir
do coeficiente linear, se obtém a velocidade terminal.
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Figura 4.26: Ln da velocidade versus Ln da porosidade para tampdo 0,02M pH 3,5 e

meio de cultura

Os valores experimentais para a velocidade terminal € o pardmetro n de Richardson-

Zaki sao apresentados na tabela 4.24. Estes dados permitem correlacionar a velocidade

aplicada ao sistema com a porosidade do leito, para o sistema em estudo.

Tabela 4.24: Dados experimentais da velocidade terminal e expoente de Richardson —

Zaki para tampio acetato 0,02M pH 3,5 e meio de cultura.

Solugio de Viscosidade  Densidade U, Expoente de
fluidizacio (Cp) (Kg/m?) (mL/min)  Richardson-Zaki
Caldo bruto 1,0658 1012 17,6 5.3
com células
Tampao 0,9398 999.8 19,8 5.4
acetato 0,02M
pH 3,5
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Conforme colocado por Chase & Draeger (1992), para escoamento em regime
laminar o valor usualmente obtido para n € de 4.8, que € proximo aos obtidos neste trabalho

(tabela 4.24), sendo que o valor de n praticamente ndo variou entre um ensaio € outro.

A velocidade terminal para o caldo bruto € menor que para a solu¢do tampao. Isto

era esperado em fun¢do da maior viscosidade do caldo bruto.

Thommes et alii (1995), ao trabalhar com adsorvente Biorais e com solugdes de
fluidizacdo diferentes, também observou um decréscimo da velocidade terminal para o
caldo com células comparada a velocidade obtida quando utilizou dgua no sistema. Quanto
ao valor n, houve um decréscimo com o aumento da viscosidade, porém como colocado

pelos autores, isto néo € facil de ser entendido.

Ja Chang & Chase (1996), trabalhando com a resina Streamline SP, observaram um
decréscimo da velocidade terminal e incremento de n com o aumento da densidade e
viscosidade. Obtiveram n 4,71 para 0% de glicerol e 5,8 para 32% glicerol no tampéo
acetato 100mM pH 5,0.

4.3.5.2 Obtencdo das curvas de ruptura
4.3.5.2.1 Comparacio dos graus de expansio

Visando definir a melhor expansio a ser utilizada na purificagdo do leito expandido,
foram feitas curvas de rupturas com H/HO de 2,0; 2,5 e 3,0, conforme apresentado na figura
4.27.

Para a realizacdo dos testes apresentados na figura 4.27 foi realizada uma
fermentagdo onde o meio resultante apresentou 65,64 U/mL de atividade, 5,3g/Kg de massa
seca € 7,70 mg/mL de proteina no caldo bruto. O caldo, apos acertado o pH para 3,5 na

presenca de células, apresentou uma condutividade de 9,6 mS.
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Figura 4.27: Comparacio da adsorc¢do de inulinase a diferentes graus de expansio
com pH de 3,5.

Considerando o ponto de ruptura quando a concentragdo de saida atinge 10% da de
entrada, o volume para ruptura foi de 1698 mL para expanséo 2,0 ¢ 750 mL para 2.5 ¢ 3,0,
o0 que significa uma capacidade de adsorgdo de 2219 U/mL de resina, 973 U/mL de resina e
976 U/mL de resina para as expansdes de 2,0, 2,5 e 3,0, respectivamente. Assim, a
expansdo de 2,0 (porosidade do leito 0,7), com altura do leito de 20 cm, foi mais eficiente
do que quando o leito foi expandido 2,5 ou 3 vezes, com 25 e¢ 30 cm de altura,
respectivamente, correspondendo a 0,76 e 0,80 de porosidade (baseado em uma porosidade
para o leito fixo de 0,4, Chang & Chase, 1996). A adsor¢do da enzima na resina para a

expansdo de 2,0 foi cerca de 2,3 vezes maior que para a expansdo de 2,5 e 3,0.

Chang & Chase (1996), trabalhando com adsor¢do de lisozima por resina
Streamline SP, verificaram que o desempenho para uma expansdo de duas vezes
(porosidade de leito de 0,7) foi superior comparada ao leito expandido 4 ou 6 vezes usando
25% e 32% (porosidade de 0,85 e 0,9) de glicerol em tamp&o, respectivamente.
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4.3.5.2.2 Curvas de ruptura para a mesma expansio e diferentes atividades

A figura 4.28 apresenta curvas de ruptura para duas diferentes atividades iniciais,
mantidas as demais condigdes de adsor¢do e operagdo do leito iguais. Foram realizadas
corridas com fermentagdes diferentes, porém com matéria-prima de mesmo lote, para
fornecer um meio similar. A atividade final foi bem diferente, uma corrida apresentando
atividade de 114,44 U/mL (7,1 mg/mL de proteina) ¢ outra com atividade de 65,6 (7,7
mg/mL de proteina). Os testes foram realizados com uma expansio de 2,5 e pH 3,5.
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Figura 4.28: Comparagio da adsor¢io de inulinase a diferentes atividades iniciais com

grau de expansio de 2,5

Como pode ser verificado, as curvas de ruptura apresentam a mesma forma, com o
mesmo ponto de ruptura, porém em termos de adsor¢do da enzima de interesse a
capacidade sera muito superior no caso do meio de maior atividade. O que pode ocorrer é
que o meio de menor atividade tenha enzima, porém na forma desnaturada, o que impediria

detectar sua adsor¢@o, mas a enzima estaria ocupando sitios ativos. Portanto, cuidados
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devem ser tomados para se interromper a fermentagdo no méaximo de atividade e minimizar

posterior desnaturagdo, como no momento de acerto de pH.

4.3.5.2.3 Curvas de ruptura para a mesma expansio (2,0) com e sem células

E importante analisar se a presenga de células pode interferir na adsorco da enzima,
Ja que a proposta do uso do leito expandido € eliminar a etapa de clarificagio, porém ndo é
interessante que hajam prejuizos na capacidade de adsor¢do. A figura 4.29 apresenta as
curvas de ruptura da adsor¢do de inulinase a pH 3,5 sendo que em um meio manteve-se as

c€lulas e o outro foi previamente clarificado.
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Figura 4.29: Comparativo da adsor¢io de inulinase para meio clarificado e nio

clarificado

O meio utilizado para os ensaios foi 0 mesmo, sendo que um teste foi feito com
caldo contendo células (6,3 g/Kg de massa seca) e o outro com meio centrifugado, ambos
com atividade inicial de atividade 65 U/mL. Como pode ser verificado, as curvas
apresentam a mesma forma, indicando que as células ndo interferiram na capacidade de

adsorgdo. Thommes (1997) relata que as células tém, em geral, uma carga liquida negativa,
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isto € favoravel ao se trabalhar com uma resina catidnica, pois as células nio chegam a
competir com a enzima de interesse. Assim, uma independéncia das resinas catidnicas e por

afinidade com respeito a presenga de biomassa pode ser compreendida.

Chase & Draeger (1992) trabalhando com uma resina bioespecifica também ndo
observaram maiores interferéncias nos parametros cinéticos e nos de transferéncia de massa

com a presenca de cé€lulas.

3.3.5.2.4 Curva de ruptura completa para expansio 2,5 e 3,0

A seguir sdo apresentadas na figura 4.30 as curvas de ruptura completas, de
adsor¢do da inulinase, para uma expansdo de 2,5 e 3.0. Os meios utilizados para estes
experimentos apresentavam 114 e 69,6 U/mL de atividade inicial para as expansdes de 2,5

e 3,0, respectivamente.

Estas curvas ndo podem ser comparadas quanto ao grau de expansdo porque o lote
das matérias-primas utilizadas nas fermentagdes foi diferente, fornecendo uma curva de
diferente ponto de ruptura. Ja nos testes apresentados na figura 4.27, como anteriormente
salientado, cuidados foram tomados para evitar outras diferengas, que ndo a modificacdo do

grau de expans3o.

Na figura 4.30 as curvas de ruptura completas, até a saturagio, para uma expansio
2.5 e 3.0, mostraram uma capacidade de 5121,6 e 3963 U/mL de resina, respectivamente, o
que € muito superior a0 Qm encontrado nos testes batelada. Batt er alii (1995) ja haviam
constatado diferencas entre os resultados obtidos no leito expandido e nos ensaios em
batelada. A capacidade dindmica que encontraram na adsor¢io de proteina solivel de
caldos de cultura de células de mamiferos, em coluna de leito expandido, foi de 1,33 mg de
anticorpo por mL de resina, enquanto 0 maximo valor nos testes batelada foi de 0,76
mg/mL de resina, o que corresponde a um aumento de 75%. Os autores colocam que o
sistema de mistura em batelada ¢ um processo de um unico estagio que requer mais resina e
um tempo mais longo para atingir o0 mesmo grau de adsor¢do comparado a um processo de

multiplos estagios tal como o processo cromatografico do leito expandido.
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Figura 4.30: Curvas de ruptura para uma expansio de 2,5 e 3,0 de adsor¢io da

inulinase de caldo bruto nio clarificado pH 3,5.

Thommes er alii (1995) trabalhando com purificagdo de anticorpo monoclonal, ao
utilizarem a resina Streamline SP, obtiveram uma capacidade de adsor¢io, a partir dos
testes batelada com reciclo, de 110 pg/mL. J4 no modo frontal ocorreu um incremento na
capacidade de adsor¢do, obtendo 161 pg/mL de matriz, 0o que corresponde a 46% de
melhora. Os autores acreditam que o fato da resina Streamline ter sido especialmente
desenvolvida para operar no modo frontal permite reduzir a dispersdo axial e estabilizar o

leito expandido, permitindo melhorar o desempenho da resina sob estas condigdes.

Neste trabalho, além das causas citadas pelos autores acima, tem-se que nas curvas
de ruptura os testes foram realizados com o meio logo apés o término da fermentagdo, o
mesmo ndo ocorrendo nos testes em batelada. Assim, estes ultimos poderiam ter uma maior
quantidade de enzima desnaturada, que pode também vir a ser adsorvida, porém ndo tem
como ser quantificada, conduzindo a um menor valor de capacidade maxima. Se o meio

utilizado no teste de expansdo 2,5 apresentasse na verdade uma atividade de 51 U/mL
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(valor inicial dos testes cin€ticos) e ndo de 114 U/mL, sua capacidade provavelmente seria
bem menor, considerando que a curva de ruptura mantivesse a mesma forma, como foi o

caso apresentado no item 4.3.5.2.2.

4.3.5.3 Operagio do leito para purificagio da enzima

A seguir sdao apresentados os testes de purificagdo da enzima inulinase, realizados
no leito expandido, com uma expansdo de 2,0. O meio fermentado foi utilizado sem prévia
clarificag@o. As condi¢des de cada teste foram definidas conforme se obtinha os resultados
do ensaio anterior. Em todos os testes a lavagem foi realizada a 300 cm/h e a eluigdo a 100
cm/h.

TESTE 1

No teste 1 foram mantidas as condi¢Ges selecionadas no item 4.3.4 para o teste 7
(testes de purificagdo no leito fixo), ou seja alimentagdo e lavagem com pH 3.5, eluicido
com pH 4,1 e do tipo degrau, iniciando com concentragio salina de 0,5M. O
comportamento porém foi completamente diferente do esperado. Nenhuma enzima foi
eluida, conforme se verifica na tabela 4.24, porém, houve um pico de saida de proteina, ja
no inicio da eluicdo com 0,5M e ndo com 1M de NaCl como seria esperado (figura 4.31)

pelos resultados que haviam sido obtidos nos testes em leito fixo.

Apesar de nao haver enzima eluida, a mesma foi adsorvida, ou desnaturada durante
o processo de adsor¢do, pois pouca enzima foi liberada durante a alimentag¢do, com
atividade maxima de saida 2,1 U/mL (volume coletado de 450 mL). Foram alimentados
500 mL de caldo bruto com atividade total 48150 U, destes foram perdidos na alimentagdo
822,8 U, o que corresponde a somente 1,7%. A lavagem foi feita até o volume de 2282 mL,
realizada com tampdo acetato pH 3,5. Nenhuma enzima foi detectada durante esta

operagao.

Para melhor estudar a razdo desta falta de enzima na elui¢do retormou-se¢ a uma

elui¢do do tipo gradiente (teste 2) com a concentragdo de sal variando de 0 a IM, e o pH
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sendo 3,5 para todos os passos, alimentagdo, lavagem e elui¢do, 0 que corresponde as

condi¢des iniciais testadas no leito fixo.

Tabela 4.25: Resultados do teste 1 de purificacio da enzima inulinase

Volume coletado Atividade Abs Volume coletado Atividade Abs

(mL) (U/mL) (280 nm) (mL) (U/mL) (280 nm)

0 0 0 2685 0 0,057
150 0 2,0 2735 0 0,04
300 0,73 2,0 2776 0 0,08
450 1,41 2,0 2826 0 0,032
600 2,1 2,0 2876 0 0,037
757 1,19 2,0 2926 0 0,035
907 0 2,0 2976 0 0,068
1057 0 2,0 3026 0 0,055
1282 0 2,0 3076 0 0,052
1507 0 0,145 3126 0 0,031
1732 0 0,079 3176 0 0,028
1957 0 0,063 3226 0 0,03
2282 0 0,054 3276 0 0,023
2357 0 0,888 3326 0 0,025
2407 0 2,0 3376 0 0,034
2457 0 2,0 3426 0 0,027
2532 0 0,44 3476 0 0,02
2582 0 0,116 3526 0 0,027
2634 0 0,076
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Figura 4.31: Histograma do teste 1 para purificacio da enzima inulinase em coluna de
leito expandido da Pharmacia preenchida com resina de troca ionica Streamline SP

para expansao de leito de 2,0 com 10 ¢cm de altura de resina sedimentada.

TESTE 2

Os resultados do teste 2 estdo apresentados na tabela 4.26 e figura 4.32. Foram
alimentados 1358 mL de meio com 65 U/mL de atividade enzimatica, esta quantidade foi
bem superior ao teste anterior, visando-se detectar alguma saida de enzima na elui¢do. Na

alimentagdo houve uma perda de 4,16% do total de enzima alimentada. A eluigdo iniciou
apos 2668 mL de volume coletado.

Neste ensaio observou-se a saida de proteina com atividade na elui¢do (tabela 4.26),
iniciando no volume de 2968.,5 mL até 3220,5 mL, porém foi muito baixa, representando
somente 0,22% do total alimentado (88270 U). O pico enzimatico estaria ocorrendo ao

112



CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

redor de 0,25-0,35 M de sal (figura 4.32). Através destes resultados suspeitou-se que o
problema da baixa quantidade de enzima eluida talvez resultasse das células presentes, que
poderiam liberar alguma protease que desnaturasse a enzima enquanto a mesma estivesse
adsorvida. Como os testes em leito fixo haviam sido realizados com caldo clarificado, pois
as células obstruiriam a coluna, e nio havia ocorrido este problema na eluigéo, o proximo
teste (teste 3) foi feito com as mesmas caracteristicas do teste 2, porém com o meio
clarificado.

Tabela 4.26: Resultados do teste 2 de purifica¢io da enzima inulinase

Volume coletado Atividade Abs Volume coletado Atividade Abs

(mL) (U/mL) (280 nm) (mL) (U/mL) (280 nm)
0 0 0 2718 0 0,024
150 0 2,0 2768 0 0,113
300 0,2165 2,0 2818 0 1,391
450 0,2868 2,0 2868,5 0 2.0
605 0,2435 2,0 2918,5 0 2,0
755 0,3788 2,0 2968.5 0,1082 2,0
905 1,2609 2,0 3019 1,8237 2.0
1055 2,04 2,0 3069 0,8388 2,0
1208 4,7945 2,0 3119,5 0,395 2,0
1358 6,418 2,0 3170 0,3517 2,0
1508 8,63 2,0 3220,5 0,3085 1,13
1733 0,092 2,0 3271 0 0,631
1958 0 0,632 3321 0 0,446
2183 0 0,401 33715 0 0,263
2408 0 0,135 3421,5 0 0,181
2568 0 0,081 3472 0 0,121
2668 0 0,025
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Figura 4.32: Histograma do teste 2 para purifica¢io da enzima inulinase em coluna de
leito expandido da Pharmacia preenchida com resina de troca idnica Streamline SP

para expansio de leito de 2,0 com 10 cm de altura de resina sedimentada.

TESTE 3

Os resultados do teste de purificagdo no leito expandido, com o meio clarificado
estdo apresentados na tabela 4.27 e figura 4.33. Foram alimentados 1350 mL de caldo
clarificado com atividade de 65 U/mL, num total de 87750 U. Na alimentacdo foram
perdidas 3,2% em atividade enzimética do total alimentado.

Neste ensaio, apesar de ser observado um pequeno incremento na atividade total
eluida, isto ndo chegou a ser significativo, podendo ser observado na tabela 4.27 um
maximo de atividade eluida de 2,6 U/mL no volume coletado de 3091 mL. A quantidade de

enzima total eluida passou de 0,22% no ensaio com caldo ndo clarificado para 0,5% no
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meio sem células, ndo sendo portanto a presencga destas que estava conduzindo a tdo baixos
valores de recuperagdo. Por um lado esta informagdo € importante, pois a operagdo neste
leito expandido tem justamente o objetivo de eliminar a etapa de clarifica¢do, sem prejuizos

na purifica¢ao.

No teste seguinte (teste 4) voltou-se a trabalhar com o caldo ndo clarificado, porém
optou-se por testar uma temperatura de eluicdo menor, de 18°C, mantendo a alimentago
e 257

Tabela 4.27: Resultados do teste 3 de purificacio da enzima inulinase

Volume coletado Atividade Abs Volume coletado Atividade Abs

(mL) (U/mL) (280 nm) (mL) (U/mL) (280 nm)
0 0 0 2740 0 0,069
150 0 2,0 2790 0 0,121
300 0 2,0 2841 0 0,901
450 0,03788 2,0 2891 0 2,0
600 0,3626 2,0 2941 0 2,0
750 0,8658 2,0 2991 0,0649 2,0
900 1,89 2.0 3041 2,137 2,0
1050 3 2,0 3091 2,559 2,0
1200 4,74 2,0 3141 1,715 2,0
1350 8,69 2,0 3191 1,255 2,0
1500 9,69 2.0 3241 0,828 1,62
1725 0,189 2,0 3291 0,369 0,667
1960 0 0,172 3341 0 0,326
2195 0 0,13 3391 0 0,18
2420 0 0,1 3441 0 0,11
2580 0 0,092 3491 0 0,08
2690 0 0,078
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Figura 4.33: Histograma do teste 3 para purificagio da enzima inulinase em coluna de
leito expandido da Pharmacia preenchida com resina de troca idnica Streamline SP

para expansio de leito de 2,0 com 10 cm de altura de resina sedimentada.

TESTE 4

Os resultados do teste 4, com a eluicio realizada 2 menor temperatura (18°C), estdo
apresentados na tabela 4.28 e figura 4.34. Foram alimentados 1008 mL de caldo bruto com
atividade inicial de 113,6 U/ mL.

A saida de enzima aumentou consideravelmente, com tubos contendo até 52 U/mL
(volume coletado 2665,5 mL), porém toda enzima recuperada ainda representou somente
3,6% do total alimentado. A menor temperatura impediu uma desnaturac@o quase completa,

mas ndo foi a causa principal do problema.

Uma informagdo importante colocada por Scopes (1988) é que o pH do

microambiente de uma resina de troca idnica ndo é o mesmo da solu¢do que esta sendo
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aplicada devido ao efeito Donnan que pode repelir ou atrair protons na matriz adsorvente.
Em geral, 0 pH na matriz ¢ em torno de 1 unidade maior que da solug@o ao redor, no caso
de resina anidnica, e 1 unidade menor no caso de resina catidnica (figura 4.35). Quanto

menor a for¢a idnica da solugéo ao redor, maior esta diferenga.

No presente caso, estava sendo utilizado um pH de 3.5 em todo o sistema, o que
resultaria em um ambiente ao redor da resina de pelo menos 2,5, o que é muito agressivo
para a enzima. Costa (1986) verificou uma perda de 16 % para a enzima em contato com
pH 3,0 por 6 horas. No caso do teste 1, apesar do pH da eluicio ser de 4,1, ainda toda
lavagem foi feita com pH 3.,5.

Portanto, para verificar se um aumento de pH ndio conduziria a esta desnaturagdo, o
teste seguinte (teste 5) foi todo realizado com um pH de 3,9 durante a alimentago, lavagem
¢ eluicdo. Na saida, além da atividade e da absorbancia acompanhou-se também o pH.
Aparentemente a elevagdo do pH ¢ baixa, porém este aumento no pode ser muito superior

a 3,9 pois estaria proximo ao ponto isoelétrico que é entre 4,15 e 4.35.

Tabela 4.28: Resultados do teste 4 de purifica¢io da enzima inulinase a 18°C

Volume coletado Atividade Abs Volume coletado Atividade Abs

(mL) (U/mL) (280 nm) (mL) (U/mL) (280 nm)
0 0 0 2455 0 1,144
200 0 2,0 2504 0 2,0
400 0,59 2,0 2564 0 2,0
605 1,78 2,0 2615,5 2,84 2,0
808 5,02 2,0 2665,5 5233 2,0
1008 11,57 2,0 2716 18,51 2,0
1208 16,53 2,0 2766 3,8 2,0
1433 0 2,0 2816 2 2,0
1658 0 0,291 2866 1,3 1,772
1883 0 0,122 3016 0,71 0,772
2118 0 0,104 3066 0,39 0,421
2298 0 0,126 3117 0 0,251
2348 0 0,057 3168 0 0,131
2399 0 0,15
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Figura 4.34: Histograma do teste 4 para purificagio da enzima inulinase em coluna de
leito expandido da Pharmacia preenchida com resina de troca ionica Streamline SP

para expansio de leito de 2,0 com 10 cm de altura de resina sedimentada a 18°C.
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Figura 4.35: Efeito Donnan no pH do microambiente da resina de troca idnica

TESTE 5

Os resultados do teste de purificagdo trabalhando-se com um pH de 3,9 para todo o
processo estdo apresentados na tabela 4.29 e figura 4.36. Foram alimentados 600 mL de
meio com atividade enzimatica de 102,3 U/mL. Foram perdidos na alimenta¢do 80,7% em
termos de atividade enzimatica. Isto porque o pH estava muito elevado, desfavorecendo a

adsor¢do.

No caso da recuperacdo apoés a elui¢do, esta foi muito maior que as anteriores se
calcularmos sobre a quantidade de enzima adsorvida e nfo sobre a alimentada, haja visto
sua grande perda. A recuperagdo final foi de 68%. As maiores atividades concentraram-se
nos volumes coletados de 2728 e 2779 mL (tabela 4.29) e a elui¢do ocorreu quando se
atingiu uma concentragdo de NaCl ao redor de 0,3 M (figura 4.36). Um dado importante €
que no momento de saida da enzima o pH para o volume de 2728 mL foi de apenas 2,9, ou
seja, 1,0 abaixo do pH de alimentagéo. Isto provavelmente ocorreu porque a medida em que

o Na’ do sal empregado na eluigdo foi adsorvido, o H™ que estava na resina foi liberado,
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reduzindo o pH de saida. Isto significa que o microambiente da resina estaria a um pH

inferior ao da solugio de alimentagdo e, realmente, o efeito Donnan estaria contribuindo

para a desnaturagdo da enzima.

Apesar de, em termos de recuperagdo da enzima adsorvida, o ensaio ter sido bem

superior, a adsorgao em si foi baixa, como pode ser observado na figura 4.36. O pico de

atividade durante a alimentacdo foi alto mostrando que muita enzima passou pela coluna

sem ser retida. Isto ocorre porque o pH do caldo de alimentagdo estava muito proximo do

ponto isoelétrico desta enzima.

Tabela 4.29: Resultados do teste 5 de purificacio da enzima inulinase

Volume Atividade pH Abs Volume Atividade pH Abs
coletado (U/mL) (280 nm) coletado (U/mL) (280 nm)
(mL) (mL)

0 0 4 0 2568 0 3,74 0,308
200 17,3 3,98 2,0 2623 2,86 0,861
400 89,26 4,13 2,0 2677 0 2,98 1,445
600 90,16 4,12 2,0 2728 62,88 2,9 2,0
800 50,29 4,19 2,0 2779 80,8 3,47 2,0
1025 0,47 4,35 2,0 2831 9,39 3.8 2,0
1250 0 4,17 0,285 2881 2,77 3,89 2,0
1475 0 4,26 0,154 2931 1,61 3,88 0,876
1700 0 4,17 0,123 2988,5 0,74 3,92 0,553
1927 0 4,16 0,111 3041,5 0 3.91 0,37
2377 0 4,12 0,092 3095,5 0 3.91 0,252
2417 0 4,07 0,083 3147.5 0 3.91 0.206
2468 0 4,12 0,078 3199 0 3,9 0,169
2518 0 3,06 0,102 3250 0 3,91 0,138
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Figura 4.36: Histograma do teste 5 para purifica¢io da enzima inulinase em coluna de
leito expandido da Pharmacia preenchida com resina de troca ionica Streamline SP

para expansio de leito de 2,0 com 10 cm de altura de resina sedimentada.

Quando Pessoa er alii (1996) realizaram testes para obten¢do de isotermas de
adsor¢do da enzima inulinase de Candida kefir, utilizando a resina Streamline DEAE
(anidnica) e Streamline SP (catidnica), obtiveram quase que o mesmo valor de Qm para
ambas resinas. No caso, o pH mais adequado para a DEAE foi de 6,5 e para a SP foi de 4,0
(com 3,2 houve desnaturag@o da enzima). Os autores acharam surpreendente haver uma boa
adsor¢do da inulinase no pH 4,0 usando Streamline SP, ja que o ponto isoelétrico desta
enzima seria de 3,9 a 4,3. No caso isto ndo ¢ tdo inesperado se for levado em conta o efeito
Donnan comentado anteriormente, ja que ao redor da resina o pH seria menor, permitindo a
adsor¢do. Como os autores obtiveram resultados similares entre as resinas, se o pH no caso
da resina catiénica no momento da adsor¢do for menor, esta apresentarda um desempenho

superior ao da resina Streamline DEAE. Portanto se somente no momento da alimentago o
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pH fosse menor, haveria uma melhor adsor¢éo, como ja constatado pelas curvas de ruptura,

e buscar-se-ia proteger a enzima através de um pH de lavagem e eluicdo mais altos.

Uma observagio a ser feita € que, quando se trabalha com purificacio de enzimas, a
medida de absorbancia pode ndo ser eficaz. Apesar de indicar a saida de proteinas, ndo
fornece informagdes se a enzima esta ativa ou ndo, o que s6 ¢ verificado mediante a analise
de atividade. Portanto, mesmo ao trabalhar-se com enzimas comerciais diluidas em tampdo,

o ideal é manter a analise enzimatica.

TESTE 6

Com base nos comentarios anteriores, foi delineado um novo ensaio (teste 6)

mantendo o pH de alimentagdo em 3,5 e a lavagem e a elui¢io em um pH de 4,1.

Os resultados para a purificagdo da inulinase em leito expandido trabalhando com
pH diferenciado estdo apresentados na tabela 4.30 e figura 4.37. Foram alimentados 605
mL de caldo bruto com atividade de 98,3 U/mL.

A enzima foi liberada ao redor de 0,3 M de NaCl (figura 4.37), praticamente toda
enzima foi adsorvida, conforme pode ser observado através da tabela 4.30, pois ndo ha
grande atividade enzimatica no volume de saida durante e logo apos a alimenta¢do do caldo
de cultura, bem diferente do teste 5, quando se alimentou com pH 3,9. A perda da enzima
durante a adsor¢d@o totalizou 1,54% do total alimentado. A atividade na elui¢do atingiu
valores altos de 566 U/mL. O pH na saida da coluna no momento em que se coleta a
amostra foi ao redor de 3, novamente em torno de 1 unidade abaixo do valor do pH de
elui¢do. Os resultados deste ensaio quanto & purificagio estdo apresentados na tabela 4.32.
Obteve-se um fator de purificagdo de 10,3 vezes e uma recuperacdo de 78%. Pessoa et alii
(1996) operando em leito expandido para purificagio de inulinase, apesar de uma

recuperagdo 93% obtiveram um fator de purificagdo menor, de 5,8 vezes.
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Tabela 4.30: Resultados do teste 6 de purificacio da enzima inulinase

Volume Atividade pH Abs Volume Atividade pH Abs
coletado (U/mL) (280 nm) coletado (U/mL) (280 nm)
(mL) (mL)

0 0 0 1558 12,46 2,92 2,0
200 0 2,9 2,0 1608 307,87 2,85 2,0
405 0,63 3,68 2,0 1657 566,41 3,03 2,0
605 1,54 3,65 2,0 1707 59,03 3,78 2,0
805 2.4 3,71 2,0 1757 11,82 3,84 2,0
1030 0 4,2 2,0 1808 4,56 3,88 1,094
1135 0 4,15 0,492 1858 2,18 3.9 0,676
1305 0 4,12 0,078 1912 0 3,91 0,464
1355 0 4,1 0,054 1962 0 3,92 0,307
1405 0 3.76 0,117 2011 0 3,92 0,231
1455 0 3,04 0,704 2062 0 3,92 0,177
1506 0 2.87 2,0
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Figura 4.37: Histograma do teste 6 para purificacdo da enzima inulinase em coluna de
leito expandido da Pharmacia preenchida com resina de troca ionica Streamline SP

para expansio de leito de 2,0 com 10 cm de altura de resina sedimentada.
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O resultado obtido no teste 6 foi muito bom e o préximo teste foi feito visando
manter estes resultados. Assim todos os pardmetros foram iguais, com excegdo da eluicdo

que foi feita do tipo degrau, pois esta é mais facilmente reproduzida em larga escala.

TESTE 7

A tabela 4.31 e a figura 4.38 apresentam os resultados de purificagdo da inulinase
com elui¢do na forma de degrau. Foram alimentados 603 mL de meio com atividade inicial

de 119,1 U/mL. A perda de enzima durante a alimentacao foi de 3,6%.

Foram aplicados na eluicdo duas concentragdes salinas, conforme pode ser
observado na figura 4.38, 100 mL com 0,IM e o restante a 0,5 M de NaCl. Toda enzima foi
eluida na concentracdio de 0,5 M, com frascos de atividade de até 1065 U/mL.

E interessante observar na tabela 4.31 que a saida da enzima esteve associada a
queda de pH, podendo este vir a ser um parimetro de controle da saida do produto de

interesse, sendo posteriormente confirmado através da analise de atividade enzimatica.

Tabela 4.31: Resultados do teste 7 de purificagio da enzima inulinase

Volume Atividade pH Abs Volume Atividade pH Abs
coletado (U/mL) (280 nm) coletado (U/mL) (280 nm)
(mL) (mL)

0 0 0 1432 1065,72 2,64 2,0
200 0 3,02 2,0 1482 93,23 2,88 2,0
403 1,62 3,74 2,0 1532 14,33 4,02 2,0
603 4,11 3H 2,0 1582 3,09 4,03 0,141
803 7,05 3,76 2,0 1632 0,84 4,04 0,075
1028 0 4,26 2,0 1682 0,23 4,04 0,047
1133 0 4,23 0,351 1733 0 4,04 0,033
1233 0 4,22 0,073 1783 0 4,04 0.024
1282 0 4,16 0,064 1836 0 4,04 0,019
1332 0 3,24 1,034 1887 0 4,04 0,017
1382 0 2,92 2,0
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Figura 4.38: Histograma do teste 7 para purificacio da enzima inulinase em coluna de
leito expandido da Pharmacia preenchida com resina de troca ionica Streamline SP

para expansio de leito de 2,0 com 10 cm de altura de resina sedimentada.

O fator de purificagdo e o percentual de recuperagdo para o teste degrau e para o
teste em gradiente foram muito préximos (tabela 4.32) mostrando que o ensaio pode ser

conduzido na forma degrau por ser mais facilmente reproduzida.

Nio se encontram casos de aplicagio desta resina para purificagdo de inulinase em
leito expandido. Pessoa et alii (1996) trabalharam apenas na obtencdo da isoterma e os
dados ja foram relatados anteriormente. O trabalho de Noppe et alii (1996) apresenta a
utilizagdo da resina Streamline SP para purificacdo também de uma enzima, sendo esta
porém a lisozima do leite. Os autores obtiveram resultados similares ao encontrado neste

trabalho, atingindo um fator de purificagéo de 8,3 vezes e uma recuperagdo de 89%.
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Tabela 4.32: Resultados de purificagdo da inulinase para os ensaios realizados na

coluna de leito expandido.

Teste Fragoes Vol U total P total U/mg FP* Rec %
(mL) (mg)
Caldo 605 59471,5 4336,6 13,7 1 100
6 Bruto
Streamline 149 46099  327,4 140,8 10,3 78
SP
Caldo 603 718294 4673,9 15,4 1 100
7 Bruto
Streamline 50 53286 3329 160,1 10.4 74
SP

* FP - fator de purificagio
** Rec% - percentual de recuperacdo

Bonnerjea er alii. (1986) apresenta uma revisio com cerca de 100 artigos onde o
fator médio de purificagio para cromatografia de troca ibnica estd ao redor de 10,
conforme apresentado na figura 4.39. Este valor esti bastante concordante com 0s

resultados obtidos neste trabalho na etapa de purificagio do leito expandido.
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Figura 4.39: Fatores de purificacio maximo (----) e médio (—) de
purificacdes relatadas em 100 artigos, (adaptado de Bonnerjea ef alii., 1986).
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TESTE 8

Com o objetivo de verificar a relagdo S/I no caldo bruto e da fragdo eluida foi
realizado um novo teste, seguindo as condi¢des estabelecidas no teste 7. A tabela 4.33

apresenta os resultados de atividade encontrados sobre a sacarose e a inulina e a respectiva
relagdo S/I.

Tabela 4.33: Relacdo S/I na alimentagdo e fracdo eluida

Fragdes Volume Atividade total sobre Atividade total sobre Relacio

total sacarose (S) inulinase (I) SA

(mL) U) U)
Caldo bruto 640 68572 4396 15,6
Streamline SP 50 54740 3523 15.5

Como pode ser verificado a relagdo S/I ndo se altera quando a amostra € purificada
utilizando-se a resina de troca i6nica Streamline SP. Estes resultados sdo similares aos
obtidos por Rouwenhorst et alii (1990) que, ao purificar a enzima inulinase de K
marxianus CBS 6556, utilizando resina ani6nica. obteve no caldo bruto uma relagao S/I de
13 e na fragdo eluida uma relagdo de 13 £2, ou seja, os autores também ndo verificaram

alteragdes na taxa ap0s a recuperagdo da enzima.

E importante salientar que, em todos os testes realizados, ndo houve problemas com
obstrugdo por células no adaptador. Apds atingir a expansio desejada, o leito se mantinha
estavel, sendo necessario pequenos ajustes ao longo da corrida. A figura 4.40 mostra o leito

em operagao.
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Figura 4.40: Leito expandido com resina Streamline SP, operando para purificacio da
enzima inulinase a partir de caldo ndo clarificado (com células de Kluyveromyces

marxianus)
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho propds-se a otimiza¢do de produgdo da enzima inulinase, obtendo-se
um produto com alta atividade enzimatica de modo a serem realizados estudos posteriores
para determina¢do das constantes cinéticas de adsor¢do e parametros de transporte como o
coeficiente de transferéncia de massa e a difusividade efetiva, e estudos de purificacdo

desta enzima utilizando a resina Streamline SP em coluna de leito fixo e expandido.

A metodologia do planejamento fatorial mostrou-se muito 1til para a otimizagdo da
produgdo da enzima inulinase, ndo s6 na obtencdo de melhores valores na atividade
enzimatica, mas também em termos econdmicos, aumentando o rendimento e a
produtividade da fermentagdo. Dentre as variaveis estudadas no planejamento fracionario
(2> (pH, concentragio de sacarose, de extrato de levedura , de peptona e de K,HPOy), o
pH foi o pardmetro mais importante durante a producdo, e foi fixado em 3,5 por ser a
condi¢do que favorecia a atividade enzimética. O efeito da concentragdo de K,HPO, foi
baixo e assim mantido em 1 g/L (nivel —1). Os efeitos da concentragdo de sacarose, extrato
de levedura e peptona foram estudados em um planejamento fatorial completo. O
incremento da concentragdo de extrato de levedura e peptona mostrou estar correlacionado
com o aumento da atividade enzimatica. Por outro lado, um incremento na concentragdo de
sacarose conduz a um decréscimo na producdo da enzima. A melhor condi¢do para
produgdo da inulinase foi utilizando-se: 14g/L sacarose, 10g/L extrato de levedura e 20g/L
de peptona. A dindmica da produgdo da enzima, utilizando-se as condigdes otimizadas

mostrou que a maxima produgdo € obtida ao redor de 42 horas de fermentagéo.

No estudo da influéncia da concentragdo de substrato (sacarose ou inulina), pH e
temperatura na determinagéo da atividade enzimatica verificou-se que a enzima apresenta
um comportamento diferente para cada substrato. A atividade da inulinase, utilizando-se
sacarose como substrato, foi afetada pela temperatura e pH de reagdo. Os melhores
resultados foram verificados com temperatura entre 60- 68 °C e pH entre 4,5 e 5, obtendo-
se assim uma atividade ao redor de 110 U/mL. Quando inulina foi utilizada como substrato,

a Unica variavel estatisticamente significativa foi a temperatura, obtendo-se uma atividade

129



CAPITULO 5: CONCLUSOES

de 7.3 U/mL com 50 - 51°C. Com estas condi¢des, a relagdo entre a atividade sobre a
sacarose ¢ sobre a inulina (S/T) foi igual a 15, porém é possivel obter relagdes de 9,5 até
77.2, ja que as melhores condigbes ndo sdo as mesmas para cada substrato. A escolha

depende da aplicagdo desejada.

Através dos ensaios cinéticos e de equilibrio, verificou-se que a adsorgio da
inulinase de caldo bruto clarificado, utilizando-se a resina de troca idnica Streamline SP, é
convenientemente descrita pela isoterma de Langmuir, apresentando um Qm de 1254 U/mL
de resina € um Ky de 0,325 U/mL. O equilibrio foi atingido apés 2 horas de reagdo. As
constantes cinéticas determinadas pelo ajuste dos dados dinimicos foram de 6,52x107
mL/U.min e 2,09 min™ para k; e k; respectivamente. Os pardmetros de transporte de massa
como difusividade efetiva (Dep) e coeficiente de transferéncia de massa (Ks) variaram

conforme variou a concentragéo inicial da enzima no meio.

Os ensaios de purificagdo da enzima, em coluna de leito fixo utilizando resina de
troca idnica, foram importantes para estabelecer algumas condicdes de purificagdo a serem
adotadas no leito expandido. Constatou-se que o processo ¢ mais eficiente quando o pH de
eluicdo € superior ao de alimentagdo, por minimizar a desnaturag@o da enzima. A eluicdo
do tipo degrau pode ser empregada sem maiores prejuizos na purificagdo quando

comparada a eluigdo do tipo gradiente linear crescente.

Os ensaios conduzidos na coluna de leito expandido, utilizando o caldo bruto sem
prévia clarificagdo, nao apresentaram problemas operacionais de obstru¢do em fungdo da
presenca de células. Através dos ensaios para estudo do comportamento hidrodinamico em
coluna de leito expandido, obteve-se expoentes de Richardson-Zaki de 53¢ 54 e
velocidades terminais de 17,6 cm/min e 19,8 cm/min para o caldo bruto com células e para

tamp@o acetato 0,02M respectivamente.

Os ensaios de adsor¢do, quando se obteve as curvas de rupturas a diferentes graus
de expansdo, mostraram que uma expansdo de 2 vezes (porosidade de leito de 0,7) é mais
eficiente quando comparado as expansdes de 2,5 € 3,0. Ja a presen¢a de células ndo afeta o
processo de adsorgdo nas condi¢des trabalhadas, com as curvas de ruptura mantendo a

mesma forma com e sem massa celular.
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Verificou-se que, devido ao efeito Donnan, o ambiente ao redor da resina se
encontra em um pH de 1 unidade abaixo do de alimentagdo, portanto o pH de lavagem e de
eluicdo da enzima devem ser superior ao de alimentagdo, para evitar desnaturag¢do da

enzima.

O teste de purificagdo final, conduzido na coluna de leito expandido, apresentou
uma recuperagdo de 74% e um fator de purificagdo de 10,4 vezes. Estes resultados foram
obtidos operando-se com uma expansdo de 2,0, alimentacdo a pH 3,5, lavagem a pH 4.1 e
eluigdo do tipo degrau com velocidade de 100 cm/h € pH de 4,1.

Assim, neste trabalho foi possivel um incremento significativo na etapa de
otimiza¢8o da produgdo da enzima, partindo-se de 9 para 110 U/mL. Foi possivel entéo, o
estudo da recuperagdo e purificagdo da inulinase, a partir do caldo bruto numa unica etapa
através da utilizagdo do leito expandido, contendo resina de troca i6nica STREAMLINE
SP. Atingiu-se um fator de purificagdo igual a 10 vezes e recuperagdo de 74%, sem
problemas operacionais devido a presenga de células no caldo bruto. Este resultado € muito
importante ao nivel de viabilizagdo de um processo biotecnologico, pois elimina varias
etapas intermediarias. E sabido que as etapas de separagio e purificagdo de enzimas
representam mais da metade do custo de instalagdo de uma planta industrial € o desafio
atual é, ndo sO selecionar os melhores microrganismos, condi¢des de cultivo e operacionais
do processo de fermentagdo, mas também o melhor processo de recuperagdo e purificagao

do produto desejado.

131



CAPITULO 6: SUGESTOES

6 SUGESTOES
Quanto a produ¢do da enzima:

Estudar a influéncia da agitagio e aeragdo do processo em sistema batelada e
verificar a produgdo da enzima em sistema batelada alimentada ou em processo continuo,
mantendo baixo o nivel de substrato em fungdo da repressdo catabdlica ocasionada pela

sacarose.

Estudar meios alternativos de produgdo da inulinase de modo a minimizar custos de
produgdo, ocasionados principalmente pela elevada concentragdo de peptona e extrato de

levedura.
Quanto ao processo de purificag@o:

Desenvolver um modelo matematico que represente bem o sistema de adsor¢do no
leito expandido, podendo-se assim realizar uma simulagdo deste. Pode-se assim conhecer

melhor as caracteristicas do sistema, auxiliando na etapa de mudanga de escala.
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