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RESUMO
Neste trabalho foi proposta uma nova técnica para
produgdo de dextrana, que consiste de um processo continuo duplo
estidgio onde a enzima (dextrana-sacarase) & constantemente
reciclada por intermédio de resina de troca idnica e o produto

é obtido na saida do segundo estéagio.

O estudo da viabilidade técnica e do comportamento
global do reator foi realizado, baseando-se primeiramente no
estudo da cinética de adsorgdo da enzima e posteriormente
simulando o processo em computador, variando as concentragdes de
substrato e enzima, fracdo de sb6lidos representada pela massa de

resina e as vazdes de alimentagdo e reciclo.

De acordo com o modelo proposto para o processo de
adsorcg¢do, foram obtidos os seguintes valores para as constantes
cinéticas:

K, = 4,975 . 107! g.17,

q, = 519,751 g.17,
k, = 426,6 1.g7'.h"" e
k, = 212,22 h'',

A partir dos dados cinéticos de adsorcdo levantados em
experiéncias de laboratério, do modelo matemdtico de velocidade
de reagido segundo a equagio de Michaelis-Menten e de balangos de
massa foi feita a modelagem do sistema. As simulagdes foram
realizadas dentro das limita¢des operacionais do processo e os
resultados mostraram que o sistema ndo atinge o estado
estacionario pleno devido & perda de enzima no efluente, sendo
esta funcgdo de diferentes parametros de processo, como teor de
s6lidos nos reatores, tempos de residéncia hidrédulico e de

s6lidos e concentragdo de enzima.

Mediante os resultados obtidos nas simulagdes, visando
critérios para estudos de otimizagdo do processo em trabalhos
futuros, duas constantes cinéticas foram definidas, uma delas,
K

et relacionada com a perda de enzima e a outra, K, relacionada



com a perda de substrato. As seguintes correlagdes foram
determinadas:

c
K. =1,6768.1074.13,5°. €% 53¢, (7(2)°'075
d

K, = 3:7948.1020  Viay S, 27
s €. ¢° K..K2
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SUMMARY
In this work a new approach for dextran production was
presented. It consists of a continuous-two-staged reactor in
which the enzyme is continuously recycled between stages by means
of an ion exchange resin, whereas the product is obtained
pratically enzyme-free in the outlet of the 2™ stage.

Both the technical viability and the overall behaviour
of the system were evaluated by studying firstly the adsorption
of the enzyme on the resin and after simulating the process in
a computer. Substrate and enzyme concentrations were changed in
the simulations, as well as the solid (resin) fraction in the

reactor, feed flow and recycling rate.

According to the mathematical model for adsorption of
dextran-sucrase the following kinetics constants were obtained:
Ly = 4,975 . 107! g.17',

q, = 519,751 g.17',
k,

426,6 1.g'.nh' e
k, = 212,22 h''.

<

The mathematical modeling of the reaction was performed
taking into account the mass balance and the kinetic equations
for adsorption and enzymatic reaction (Michaelis-Menten type).
The simulations were carried out within the operational
limitations of the process and it has been shown that there is
no true steady state, due to the lost of enzyme in the effluent.
This lost of enzyme was shown to be function of several process
parameters like the solid fraction in the reactors, the hydraulic
residence time, the solid residence time and the enzyme

concentration.

From the results obtained in the simulations, two
kinetics constants were defined, one of them, K, related to the

waste of the enzyme and the other one, K , related to the waste

s’
of the substrate. They can be useful for optimization studies in

futuré works. The following correlations for K, and K, were

xii



determined:

0,834 Co, 00973
K. =1,6768.10%. vy, .€% 534, (7°)
d

3,7948.10°% me-so)“
K, = 10 49 2
e’. ¢ K..K,
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I. INTRODUGAO
Dextrana é o termo dado a um grupo de polissacarideos
de origem bacterioldgica, consistindo de uma cadeia principal de
D-glucose unida por ligagdes glicosidicas e-1,6. O grau de
ramificacdes, peso molecular e outras propriedades da dextrana
sdo muito especificas, variando conforme o microrganismo usado
para produgdo da dextrana-sacarase. Entre eles tem-se as

bactérias dos géneros Acetobacter, Streptococcus e Leuconostoc,

mas somente Leuconostoc mesenteroides (principal) e Leuconostoc
dextranicum tém sido usados comercialmente. A maioria dos
trabalhos recentes com dextranas tém sido conduzidos com varias

linhagens de Leuconostoc mesenteroides e em particular o

Leuconostoc mesenteroides NRRL-B512F.

As aplicagdes da dextrana estao diretamente
relacionadas com seu peso molecular, se este for superior a 25
milhdes de daltons, pode ser empregada na extragdo de petrdleo
como agente de impermeabilizagdo, ou ainda na recuperagao
secundaria de petréleo com alta viscosidade. A dextrana de peso
molecular médio & usada na indastria de alimentos como agente de
textura, estabilizante e gelificante. Na indistria farmacéutica
como substdncia de encapsulagdo e vetor de medicamentos, na
indidstria quimica tem seu uso na purificagdo de produtos
biolégicos (géis para enchimento de colunas cromatograficas). A
dextrana de baixo peso molecular é usada na indiastria
farmacéutica como substituta do plasma sanguineo ou com a
finalidade de melhorar a fluidez do sangue prevenindo a obstrugdo
dos capilares. Existem ainda alguns derivados da dextrana com
importantes aplicagdes, como a dextrana-sulfato com propriedades
anticoagulantes e a dextrana-ferro, usada no tratamento de
anemias em animais e humanos. VArios outros usos tém sido
propostos, entre eles no tratamento contra AIDS, sendo objeto de

grande numero de patentes.

Quanto a produgdo industrial de dextrana, atualmente
existem dois processos distintos:

1.0 polissacarideo & produzido diretamente no meio de cultura

1



contendo o microrganismo e sacarose em eXCesSSOj
2.primeiro se produz a enzima (dextrana—sacarase), e apdés uma
etapa de purificagcdo sintetiza-se a dextrana "in vitro",

utilizando sacarose como substrato.

No primeiro caso tem-se a produgdo de dextrana de alto
peso molecular, sendo necessiario posteriormente as etapas de
hidrélise e fracionamento para sua utilizagdo, além disso & o
processo que apresenta menor rendimento e perdas consideraveis
de enzima. Na produgdo via enzimdtica torna-se possivel um melhor
controle da produgdo de dextrana com relagdo ao seu peso
molecular e maiores rendimentos sdo obtidos, no entanto ainda
ocorrem perdas considerdveis de enzima. Com o objetivo de
minimizar essas perdas e superar algumas das limitagdes
operacionais dos sistemas convencionais, propds-se através deste
trabalho um novo método de produgdo de dextrana visando alcangar
um produto final purificado de custo minimo, mantendo alto

rendimento na recuperagao.

Devido ao elevado custo associado & produgao da enzima,
torna-se economicamente interessante a sua reutilizagdo, visto
que possue o6tima estabilidade em condig¢des normais de operagao
(AURIOL, 1984). Neste sentido, algumas alternativas foram
tentadas sem grande sucesso, tais como a imobilizagdo em suportes
s6lidos porosos proposto por (LOPES, 1979) e o©O reator
cromatografico de BARKER et al (1987). Portanto a reutilizagao
deve ser tentada por outros meios como ultrafiltragao ou
separagdo por resinas de troca iénica. A ultrafiltragdo & um
processo interessante, mas muito dispendioso podendo ser adotado
como Gltima alternativa. Por outro lado troca iénica é um
processo bastante conhecido e de baixo custo, que deve ser levado
em consideragdo e testado como solugdo para ©O problema.
Representando uma nova estratégia para Os processos de
purificagdo PUNGOR et al (1987) desenvolveram uma técnica de
purificagdo de enzimas usando um sistema continuo duplo estagio,
com adsorg¢ido e dessorgdo em estigios separados. O objetivo deste
trabalho & portanto adaptar este processo para a produgdo de

dextrana com reciclo de enzima.



Neste sentido, foi feito o estudo de um processo
continuo misto de adsorg¢do, dessorgdo e reagdo quimica em reator
duplo estagio com sintese de dextrana pela agdo da enzima
dextrana-sacarase, utilizando-se sacarose como substrato. A
partir de dados cinéticos de adsorgio levantados em experiéncias
de laboratdrio e modelos matematicos de velocidade de reagdo, ja
existentes na literatura, foram feitas a modelagem e simulagao
deste reator com o objetivo priﬁcipal de estudar a exequibilidade

do reciclo da enzima e o comportamento geral do sistema.



II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. ASPECTOS GERAIS

O termo dextrana foi utilizado pela primeira vez por
SCHEIBLER quando ele encontrou em 1874, um misterioso
espessamento nos xaropes de beterraba e cana-de-acucar.
Anteriormente PASTEUR em 1861 demonsﬁrou que estas substéncias
viscosas eram originadas por agdo microbioldgica e VAN TIWGHEM

chamou a bactéria de Leuconostoc mesenteroides. Mais tarde

pesquisadores mostraram que ndextrana" pode ser produzida por
muitos microrganismos e ndo tem suas caracteristicas e
propriedades bem definidas. As principais bactérias

sintetizadoras de dextrana pertencem ao género Leuconostoc;

espécie mesenteroides e dextranicum; grupo Streptococceae e

familia Lactobacillaceae; No entanto todas as espécies tém uma

caracteristica comum: a sacarose é, em geral, a Gnica fonte de
carboidrato aceitavel para a produgdo do polissacarideo. A
maioria dos trabalhos publicados recentemente conduzem seus
experimentos com varias linhagens de Leuconostoc mesenteroides,
e em particular a NRRL B-512F (SANDFORD, 1979).

Segundo ASPINALL (1983), a dextrana é classificada como
um homopolissacarideo de origem bacteriana, formado por uma
cadeia principal linear, com ligagdes «-(1,6) podendo apresentar
outras ligacgdes glicosidicas e graus de ramificacdes variédveis.
Atualmente dextrana é o termo usado na literatura para descrever
uma classe de polissacarideos, formados por unidades
a-D-glucopiranosil, contendo em proporgdes variaveis ligagdes
a-(1,6), a-(1,2), a=(1,3) e a-(1,4). A maioria das dextranas
conhecidas tém uma cadeia principal linear, formada por ligacgdes
a-(1,6) apresentando diversidades quanto & proporgao das outras

ligacdes e das ramificagdes.

A sintese de dextrana se da pela agdo da enzima
extracelular dextrana-sacarase ou
a(1,6)-D-glucan-D—frutose—z—D—glucosiltransferase(E.C.2.4.1.5)

~de acordo com a seguinte reagao:



n-sacarose _dextrana-sacarase , (glicose) , + n-frutose
: l

dextrana

As caracteristicas da dextrana quanto ao tipo de
ligagdo existente e o grau de ramificagdo, dependem muito do
microrganismo produtor. Até o momento toda a dextrana comercial
& sintetizada por via enzimdtica, na presenga ou auséncia de
células, usando a sacarose como substrato. Uma caracteristica
bastante Gitil no processo de produgéd é que tanto a dextrana como
a dextrana-sacarase sdo exocelulares, facilitando os processos
de extracgdo (SANDFORD, 1989). Ja que o mecanismo envolve apenas
uma enzima, sem intermedidrios, a sintese "in vitro" & conduzida
com relativa facilidade, bastando isolar a enzima e coloca-la em
contato com a sacarose em condi¢des controladas de temperatura
e pH.

A unidade de dextrana-sacarase (UDS) foi definida como
a quantidade de enzima que converte 1 mg de sacarose em dextrana,
em uma hora, liberando 0,52 mg de frutose nas condigdes de teste:
temperatura 30°C e pH 5,2 com tampdo acetato (HEHRE, 1955) . ROBYT
& WALSETH (1978), definiram a unidade dextrana-sacarase, como
sendo a quantidade de enzima que incorpora 1 micromole de
D-glucose na cadeia do polissacarideo em 1 minuto a pH 5,0 e
temperatura de 25°C. LAWFORD et al (1979), expressam a atividade
enzimitica em microgramas de aglcar redutor produzidos por minuto
por mililitro a pH 5,5 e temperatura de 30°C. KABOLI & REILLY
(1980) definiram uma unidade (UI), como sendo a gquantidade de
enzima que libera 1 micromole de agicar redutor em 1 minuto a pH
5, e temperatura de 30°C. Assim 1UI=20,27 UDS. A comparagao dos
resultados obtidos por diferentes autores & muito dificil devido
A diversidade das condigdes (teste) para medir a atividade da
enzima, entretanto na maioria dos trabalhos publicados a unidade
enzimdtica & normalmente expressa em UDS, sendo que recentemente
a definicdo dada por KABOLI & REILLY (1980) vem sendo utilizada.



2. DEXTRANA
2.1- APLICAGOES

A dextrana é um polissacarideo exaustivamente estudado
devido & sua grande aplicabilidade na indistria farmacéutica,
quimica, petroquimica e de alimentos, promovendo um grande
impulso na sua comercializagdo, surgindo inimeras patentes e
propondo diferentes aplicagdes, algumas com enorme sucesso

comercial (NEELY, 1960).

Devido as suas particularidades, que dificultam sua
substituigéo por polissacarideos semelhantes, em alguns casos
ela vem sendo usada ha varios anos garantindo seu espago nas
aplicagdes industriais, que variam de acordo com seu peso

molecular:

Peso molecular superior a 25 milhdes de daltons - & utilizada na
extracdo de petrdleo com alta viscosidade (compde a lama de

perfuragao) e também na recuperagao secundaria de petréleo.

Peso molecular médio - na indastria de alimentos (agente
gelificante em geléias e chicletes, mantém o volume e inibe a
formacdo de cristais em sorvetes, inibe a cristalizagdao além de
promover a homogeneizagdo e espessamento em doces e xaropes,
agente estabilizante em composigdo de coberturas, agente
espessante em pudins); indiastria quimica (obtengado de redes
moleculares, gel de dextrana com ligagdes cruzadas usadas para
enchimento de colunas em cromatografia por exclusdo molecular
onde o produto mais conhecido & DEAE-SEPHADEX, producao de soda:
precipitacdo de impurezas através de complexos e produgdo de

aluminio: agente de sedimentagao).

Peso molecular baixo - na indastria farmacéutica & seu maior uso,
tendo sido introduzida h& mais de trinta anos. Conforme seu peso
molecular ela pode ser usada como expansor do plasma sanguineo
(70 000 daltons) ou com a finalidade de aumentar a fluidez do
sangue (40 000). Ela & completamente metabolizada no organismo



e n3o apresenta efeitos téxicos ou alérgicos, no entanto estes
efeitos aparecem com a dextrana de alto peso molecular (SANDFORD,
1983).
Outros derivados da dextrana Gteis na medicina sao:

. dextrana-sulfato que apresenta propriedades anticoagulantes
(MURPHY et al, 1973) e vem sendo proposta como medicamento anti-
AIDS (BUSSO & RESNICK, 1990).

. dextrana-ferro onde o comblexo formado da dextrana com O ion
Fe** é estavel e tem sido utilizado com sucesso no tratamento de

anemias em animais e humanos (ALSOP, 1983).
2.2- PROCESSOS DE OBTENCﬁO DA DEXTRANA

Varias linhagens diferentes de Leuconostoc

mesenteroides produtores de dextrana foram testadas (JEANES,

1974) mostrando que além das condigdes de cultura, as
caracteristicas do produto final dependem do microrganismo.
Apesar de se conhecer indimeros microrganismos produtores de
dextrana, a maioria dos processos industriais utilizam o
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F. Segundo (ALSOP, 1983)
atualmente a produgdo com esta linhagem & conduzida por dois
processos distintos, o método convencional e a sintese enzimatica
utilizando enzima purificada, sendo que as etapas principais sao:
. fermentacgao

- crescimento celular

- produgdo da enzima

- produgdao da dextrana
. hidrélise
. fracionamento

. secagem.
a) Processo convencional de produgdo de dextrana

Tradicionalmente a dextrana é& produzida durante o
crescimento de Leuconostoc mesenteroides em meio de cultura
contendo sacarose e enriquecido com outros nutrientes. E um
processo simples exigindo poucos controles além da temperatura.
As condigdes industriais utilizadas atualmente para produzir



dextrana sdo descritas por (ALSOP, 1983). A concentragao de
sacarose igual a 17% & a que proporciona maior rendimento. A
temperatura varia durante a fermentacdo de 25 a 30°C. Nesse caso
nio & usada a adicdo de outros aglcares e o produto final é a
dextrana nativa. Este trabalho confirma a citagdo de outros
autores (MURPHY et al, 1973), nas quais os processos de produgao
de dextrana ndo tém sofrido modificagdes significativas. Apesar
de inGmeras patentes terem sido registradas, propondo
refinamentos e mudangas no processo, a maioria da dextrana

comercial ainda hoje & produzida pelo processo convencional.
b) Produg¢do de dextrana "in vitro"

Este processo consiste em duas etapas: a produgdo da
enzima e a sintese da dextrana. A sintese da dextrana "in vitro"
tem a vantagem de proporcionar um controle mais rigoroso durante
a fase de fermentacdo e sintese de dextrana, resultando num meio
mais aperfeicoado, rentavel e racional de obtengdo do
polissacarideo. Dentre outras vantagens, a simplificagdo do
processo de purificagdo e maiores rendimentos foram apontadas por
(JEANES, 1974). Um detalhe importante & que mesmo na auséncia de
células, a dextrana produzida & de alto peso molecular exigindo
as etapas de hidrélise e fracionamento para os usos farmacéuticos
(ALSOP, 1983). A produgdo de dextrana por esta via permite ainda
obter simultaneamente a frutose, agicar de grande Vvalor
comercial.

£ muito interessante controlar a sintese de dextrana
em termos do seu peso molecular Jja& que as suas diversas
utilizacdes estdo diretamente relacionadas aos diferentes pesos
moleculares. Isso exige um controle de uma série de fatores como:
concentracdo do substrato, tempo de reagdo, forga iénica, tipo
e concentracdo dos receptores, atividade enzimatica, temperatura

e pH.

0 segundo processo descrito embora exija uma tecnologia
mais sofisticada e investimento inicial maior, & aquele que torna

possivel o controle dos diversos parémetros citados.



3. DEXTRANA-SACARASE

3.1- PRODUGAO

A dextrana-sacarase produzida por Leuconostoc

mesenteroides NRRL B-512F & uma enzima indutiva, e o fdnico

indutor conhecido & a sacarose (NEELY, 1962), utilizada também
como fonte de carbono. A utilizagdo de outros aglicares como
glicose, frutose, manose e lactose promovem um crescimento
vegetativo normal, no entanto ndo ha produgdo de enzima (LOPES,
1979).

Diversos fatores influenciam a producgao de
dextrana-sacarase:
. concentragido de sacarose - varios pesquisadores consideram que
a concentracdo 6tima & de 2% (TSUCHIYA et al, 1952).
. nutrientes essenciais - utiliza¢do da &agua de maceragao de
miiho ou extrato de levedura (2%) que servem como fonte de
nitrogénio, vitaminas e demais fatores de crescimento. A
substituicdo parcial da fonte de nitrogénio por fosfato de amdnia
resultou numa queda acentuada da atividade enzimatica, pelo
aumentq na concentragao de ions aménio (SIDEBOTHAM, 1974). O meio
de cultura deve ser suplementado com solugdo de sais contendo:
sulfato de magnésio heptahidratado, cloreto de sdédio, sulfato
de manganés e sulfato ferroso (ALSOP, 1983).
. adicao de calcio - foi verificado (LOPES, 1979) que a adicgao
de cloreto de calcio a 0,05% promove uma melhor estabilidade da
enzima purificada.
. pH - a produgdo de dextrana-sacarase & bastante sensivel a
este parametro. O valor 6timo esti em torno de 6,7 sendo
controlado pela adigcdo de hidréxido de sbédio durante a
fermentagcdo. Alguns pesquisadores estudando o efeito do PpH,
verificaram que a adigdo de fosfato (1-2%) ao meio de cultura,
atuando como tamponante, evita queda bruscas de pH, mesmo quando
o controle é automatico (LOPES, 1979).
. temperatura - a faixa de temperatura & de 23 a 27°C, sendo que
na maioria dos trabalhos publicados a temperatura foi mantida em
25¢C.



. agitacdo - deve ser suficiente para manter a homogeneidade,
evitando a sedimentagdo (100 - 200 rpm).

. aeragdo - o Leuconostoc mesenteroides é uma bactéria aerdbica

facultativa, desenvolvendo-se bem em anaerobiose. A injegdo de
oxigénio puro ou diéxido de carbono inibe o crescimento. Quando
uma pequena quantidade de ar & injetada, a produgao de dextrana
aumenta e sem aeragdo a produgdo de enzima & diminuida (ALSOP,
1983). )

Os primeiros estudos realizados sobre a produgdo de
dextrana-sacarase por fermentagdo continua foram bastante
desanimadores. Trabalhando com taxas de diluigdo abaixo de 0,2
h*, LAWFORD et al (1979) ndo conseguiram nenhuma atividade
enzimatica no efluente. Acima deste valor a concentragdo maxima
atingida foi de aproximadamente 9,0 UDS/ml com 0,53 h'! de taxa

de diluicdo. Usando a mesma linhagem, Leuconostoc mesenteroides

NRRL B-512F, PAUL et al (1984a) atingiram uma concentragdao maxima
de 70 UDS/ml & uma taxa de diluigdo de 0,4 h''.

3.2- PROPRIEDADES

A dextrana-sacarase dentre as varias enzimas dque
catalisam a sintese de polissacarideos & uma das raras excegodes
que ndo exige a presenga de cofatores e intermediarios
fosforilados de alta energia. A energia necesséaria a condensagao
das unidades glicosidicas & obtida da hidrélise da sacarose. Os
parametos de temperatura e pH visando a otimizagdo da enzima
foram bastante estudados. Verificou-se que a enzima é mais ativa
na faixa de temperatura em torno de 30°C e pH 6timo em torno de
5,2 (citado por RODRIGUES, 1989).

A energia de ativagdo da reagdo ainda nao estid bem
definida, encontrando-se na literatura valores bastante diversos,
variando de 5,0 a 11,0 Kcal/mol, na faixa de temperatura de 15
a 30°C (KABOLI & REILLY, 1980).

Quanto a estocagem da enzima, quando liof ilizada mantém
atividade por varios anos & temperaturas abaixo de 5°C (CHEN &
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KABOLI, 1976). Em solugao, viarios fatores influenciam na
estabilidade da ‘enzima, sendo a temperatura e O pH paradmetros
fundamentais. Mesmo a temperaturas de -15 e 4oC, (ROBYT &
WALSETH, 1974) mostram gque em solugdo, a enzima é instéavel
podendo perder 50% da atividade em 2 dias. Entretanto a
temperaturas abaixo de 4°C, outros pesquisadores relatam que a
enzima apresenta maior estabilidade, mesmo estando em solugao
(LOPES, 1979). '

Estudando a inibig¢do da dextrana-sacarase pelos 1ions
de metais pesados, MILLER & ROBYT (1984) demonstraram que O zinco
possui um forte efeito inibidor mesmo em baixas concentragdes
(10mM) .

Segundo ROBYT (1980) a enzima & uma glicoproteina. Em
seu experimento, a enzima purificada foi submetida a hidrdlise
dcida e a fragdo de carboidratos constituiu-se principalmente de
manose. Com a adigdo de concavalina A, a enzima foi totalmente
inativada. Este fato levou os autores a concluirem que a enzima
era uma glicoproteina, pois a concavalina tem a capacidade de
complexar com glicoproteinas que contenham residuos de D-manose.
Usando apuradas técnicas de purificagdo, MILLER et al (1986)
conseguiram obter uma enzima com teores de carboidratos abaixo
de 1% e peso molecular ao redor de 180000. Devido aos baixos
teores de carboidratos obtidos neste processo, os autores
colocaram em davida o fato da enzima ser uma glicoproteina,
portanto ainda permanecem dividas quanto & composigédo quimica da

enzima bem como seu peso molecular.
3.3- MECANISMOS DE ACAO
O mecanismo de agdo da dextrana-sacarase ainda vem
sendo assunto de varias discussoOes, tendo iniciado por volta de

1950, gquando alguns pesquisadores estudavam a sintese do amido
e glicogénio (ALSOP, 1983).

A atividade catalitica da dextrana-sacarase é uma

combinagdo de reagdes envolvendo: 0s sitios ativos da enzima, o
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substrato e o "acceptor". Duas atividades distintas podem ser
consideradas na sintese de dextrana & partir de sacarose, a
atividade hidrolitica e a glicosiltransferase. A primeira,
responsiavel pela quebra da ligagdo entre a frutose e glicose
(formadoras da sacarose), originando o grupo D-glicosil e a
segunda corresponde a transferéncia do grupo glicosil para a

cadeia do polissacarideo em formagao.

Em 1960 NEELY propdés um mecanismo gque explica a
formagdo da cadeia principal, mas ndo as ramificagdes. A enzima
teria dois sitios ativos, doador (d) e receptor (M). O
crescimento do polissacarideo se daria a partir da extremidade
ndo redutora, envolvendo as sequintes etapas: 1) Ligagao
simultianea de duas moléculas de sacarose aos dois sitios ativos
d e M. Nesse caso, a molécula ligada ao sitio d seria doadora de
residuos D-glucopiranosil e a outra molécula receptora iniciaria
a‘cadeia. 2) Transferéncia do grupo D-glucopiranosil da sacarose,
ligada ao sitio d para a sacarose ligada ao sitio M. Nesta etapa
uma molécula de frutose seria liberada ao meio. 3) Sucessivas
transferéncias de grupos D-glucopiranosil do substrato (sacarose)
para o final ndo redutor da cadeia em crescimento, ligado ao
sitio M, com a formacdo das ligagdes a-(1,6). 4) Dissociagdo ou
inativacdo do complexo enzima-dextranosil, terminando a sintese

da molécula de dextrana .

EBERT & SCHENK (1968) propuseram outro mecanismo. Eles
admitiram a hipétese dos dois sitios ativos da enzima, porém
assumiram que o crescimento da cadeia se efetuava pela
extremidade redutora da glicose. Também concluiram que ndo &

necessirio "ativadores" para iniciar o crescimento do polimero.

Existem vAarias teorias a respeito da diregao de
crescimento da cadeia e as teorias mais recentes sugerem o
mecanismo de crescimento pela extremidade ndo redutora da
molécula. No entanto, EBERT & SCHENK (1968) propuseram um
mecanismo de crescimento pela extremidade redutora. SIDEBOTHAM
por volta de 1974 concluiu que os mecanismos até entao

propostos ndo apresentavam bases suficientes para definir a
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direcdo das cadeias formadas pela dextrana-sacarase. ROBYT et al
em uma série de trabalhos publicados entre 1974 e 1980,
utilizando técnicas de carbono marcado e andlises cromatograficas
esclareceram diversos pontos do mecanismo de agdo catalitica da
dextrana-sacarase, foi proposto um mecanismo para a sintese de
dextrana envolvendo a formagido de um complexo covalente
enzimaticamente ativo no qual a glicose é inserida entre a enzima
e a dextrana por um ataque nucleofilico da hidroxila do carbono
6 de uma das unidades de glicose ao carbono 1 da dextrana,
formando uma ligagdo glicosidica a-(1,6). Segundo (ALSOP, 1983)
este processo libera um grupo nucleofilico do sitio ativo da
enzima e permite a hidrdlise da sacarose com a formagao de um

complexo glicosil-enzima.

A biossintese das 1ligagcdes a-(1,3), que sao as
ramificag¢des foram também estudadas (ROBYT, 1980) . Ele demonstrou
que este tipo de ligagdo se da quando um grupo hidroxila do
carbono 3 da dextrana 1livre em solugdo, produz um ataque
nucleofilico sobre o carbono 1 na extremidade redutora do

complexo dextranosil-enzima, liberando a dextrana do complexo.

3.4- MECANISMO DE ACAO DA DEXTRANA-SACARASE NA PRESENCA DE
RECEPTORES

Foi notado por KOEPSELL et al (citado por QUEIROZ,
1989) que a adigdo de certos agicares mudam as caracteristicas
dos produtos formados pela reagdao da sacarose com a
dextrana-sacarase. Em particular quando «-metilglicosidase,
maltose ou isomaltose foram adicionados ocorreu a formagdo de
oligossacarideos de cadeia curta no lugar de dextrana de alto
peso molecular. A adigdo de dextrana de baixo peso molecular
também muda o peso molecular do produto da reagdo, e esta tem
sido proposta como uma base para o controle da fermentagdo de
dextrana a fim de obter um produto comercial com peso molecular
de 40 000 a 70 000 daltons.

Mais tarde EBERT (citado por ALSOP, 1983) mostrou

experimentalmente que uma série . de receptores
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(e-metilglicosidase, glicose, frutose, etc.) os quais foram
marcados radioativamente (carbono-14) incorporavam-se a dextrana
nativa e estudando o peso molecular dos produtos da reagao
juntamente com a cinética da reagdo, classificou os receptores
em fracos, moderadamente fortes e fortes, de acordo com a sua
capacidade de ativar a enzima. EBERT & SCHENK (1968) argumentaram
. que no tipo de crescimento em cadeia por insergdo de receptores,
a terminacdo da cadeia se d& pela quebra da ligagao entre a
enzima e a cadeia em crescimento devido & agdo do receptor que
desfaz o complexo enzima-cadeia, impedindo que este se refaca.
A formacdo de dextrana de baixo peso molecular na presenga do
receptor é explicada pela sua competigdo com o substrato. Neste
mesmo trabalho propuseram um mecanismo para explicar a formagao
de ramificacdes onde estas eram obtidas pela agdo da dextrana

como receptor.

Varios acicares de baixo peso molecular ou derivados,
dos quais a maltose & mais eficiente, tem um efeito receptor. De
acordo com as condigdes de reagdo estes dissacarideos permitem
a produgdo de uma série de oligossacarideos, os quais agem como
receptores (PAUL et al, 1984).

<«

4. CROMATOGRAFIA

Cromatografia & o nome dado a uma familia particular
de técnicas de separacdo com grande eficacia. O método original
foi descrito por TSWEET (1872-1919), que usou-o na separagao de
substancias coloridas em plantas, e o nome cromatografia vem das
palavras gregas chroma (cor) e graphein (escrever). Contudo, a
limitacdo em ser compostos coloridos nunca foi seguida, e a
maioria das separacgdes cromatograficas s&o atualmente realizadas

em misturas de substancias incolores, incluindo gases.

Recentemente a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada definiu cromatografia como:" Um método wusado
principalmente para a separagdo de componentes de uma amostra,
na qual seus componentes estao distribuidos entre duas fases, uma

estacionaria e a outra mdével. A fase estaciondria pode ser um
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s6lido ou um liquido sustentado em um sélido ou um gel. A fase
estaciondria pode ser empacotada em uma coluna, difundida em um
leito ou distribuida como um filme, etc; nestas definigdes "leito
cromatografico" & usado como um termo geral para denotar uma das
diferentes formas nas quais a fase estacionaria pode ser usada.
A fase mével pode ser gasosa ou liquida " (BRAITHWAITE, 1985).

4.1- CLASSIFICACAO DOS METODOS CROMATOGRAFICOS

Os métodos cromatograficos podem ser classificados de
acordo com a natureza da fase mével e de acordo com a natureza
da fase estaciondria. O sistema & chamado cromatografia de
adsorcdo se a fase estacionaria & um sdlido e cromatografia de
particdo se & um liquido. Considera-se que a classificagdo mais
importante em cromatografia baseia-se no mecanismo de separagao,
que pode ser por processos fisicos, quimicos ou mecdnicos

(adsorgdo, partigdo, troca iénica, bioafinidade, exclusao).

Durante 1930 e 1940 a cromatografia se desenvolveu
rapidamente com varios trabalhos paralelos que resultaram en
diversas técnicas cromatograficas utilizadas atualmente. As
principais técnicas s&o: cromatografia em papel, em camada
delgada, por troca idnica, por adsorgdo, por permeagdo em gel,
gasosa, por exclusdao molecular, liquida de alta eficiéncia.
Continuamente vem sendo desenvolvidas técnicas e praticas
particulares, materiais e instrumentagao refinadas, os quais tém
resultado na eficiéncia, seguranga e sensibilidade dos métodos

cromatograficos atuais.
4.2- CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
4.2.1- INTRODUGAO

Na cromatografia por troca idnica a fase estacionéaria
& altamente carregada sendo que solutos com cargas de sinais
contrarios a esta sido seletivamente adsorvidos da fase mével. Os
solutos adsorvidos podem ser subsequentemente eluidos por
deslocamento com outros solutos com o mesmo tipo de carga, porém
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com maior forgca de interacdo com a fase estaciondria (COLLINS &
BRAGA, 1990). A maioria dos ions presentes na fase movel tem
cargas opostas aqueles ions fixos e sdo chamados "counterions"
(HEFTMANN, 1983).

A separagdo de materiais utilizando cromatografia por
troca iénica é& obtida por adsorgdo reversivel. A maioria dos
experimentos de troca iénica sdo executados em dois estégios
principais. O primeiro estdgio & a aplicagao da amostra e
adsorcdo. No segundo estigio, substéncias sdo eluidas da coluna.
A separacdo é obtida desde que substéncias diferentes tenham
afinidades diferentes pelo trocador idénico devido a diferengas
em suas cargas. Estas afinidades podem ser controladas variando
condicdes como forca iénica e pH. As diferengas nas cargas de
compostos biolégicos sdo frequentemente observadas e como a
cromatografia por troca iénica permite a separagdo de espécies
com muito pouca diferenga nas propriedades tais como duas
proteinas diferindo somente por um aminodcido, esta & uma

técnica de separacido muito eficiente.

A troca iénica é executada em estdgios definidos, a
saber: equilibrio do trocador iénico, adigdo e ligagédo‘ das
substancias teste, troca das condigdes para produzir dessorgao

seletiva e regeneragdo do trocador iénico.
4.2.2- MATRIZ

A matriz de um trocador & constituida de um material
poroso, natural ou sintético, inerte, insolivel em agua e em
solventes orgdnicos, apresentando ligagdes covalentes nos grupos
trocadores iénicos. As matrizes sdo classificadas em inorgdnicas
e organicas, sendo naturais ou sintéticas. A natureza da matriz
determina suas propriedades fisicas, como sua forga mecdnica e

caracteristicas de fluxo.

Os primeiros trocadores idnicos projetados para uso com

materiais bioldgicos foram os trocadores & base de celulose
desenvolvidos por PETERSON e SOBER (1956). Por serem em geral,
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mais eficientes, as resinas organicas altamente polimerizadas,

com ligagdes cruzadas sdo amplamente utilizadas come matriz.

Adsorventes para proteinas tém exigéncias diferentes
dos utilizados para compostos de baixo peso molecular. O
adsorvente deve ter uma estrutura aberta para que a proteina
possa penetrar nas particulas e alcangar o sitio ligante, se nao,
somente poucos sitios na superficie da particula ficam
disponiveis e a capacidade do adsorvente & muito baixa. A
natureza do adsorvente nao deve ser prejudicial as proteinas e
nem deve o material do suporte principal da matriz interagir
fortemente com a proteina.

Muitos trocadores iénicos tém sido usados para técnicas
em batelada, mas poucos sdo aceitéveis para trabalhos em colunas
devido a pobres caracteristicas de fluxo. Os adsorventes mais
importantes utilizados, & base de biopolimeros s&o dextrana e
agarose, além de polimeros sintéticos que também estdo se
tornando populares (SCOPES, 1987). Trocadores iénicos baseados
em SEPHAROSE e subsequentemente aqueles baseados em SEPHAROSE CL-
6B e DEAE-SEPHACEL foram as primeiras matrizes a combinar correta
forma esférica com’ alta porosidade melhorando assim as
propriedades de fluxo e alta capacidade para macromoléculas
(PHARMACIA, 1991).

Dependendo do grupo trocador ligado covalentemente a
matriz, os trocadores idnicos sdo classificados em anidénicos e
catiénicos. Os trocadores anidnicos como o préprio nome indica,
trocam anions e apresentam portanto, grupos idnicos positivos
ligados a matriz (FIGURA II.l-a). Os trocadores catidnicos,
inversamente, trocam cations e apresentam grupos iénicos

negativos ligados a matriz (FIGURA II.1-Db).

A escolha da matriz para troca iénica depende de trés
fatores:
1. estabilidade dos componentes da amostra.
2. peso.molecular dos componentes da amostra.

3. requerimentos especificos da aplicagao.
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FIGURA II.l.a - Esquema de FIGURA II.1.b - Esquema de
um trocador aniénico. O um trocador catidnico. o
sinal + representa o grupo sinal - representa o grupo
trocador ligado & matriz; trocador ligado a matriz;
o sinal -, os &nions que o sinal +, os cations que
sdo adsorvidos. sdo adsorvidos. |

As substancias sdo ligadas aos trocadores idnicos
gquando elas tém carga oposta i do trocador iénico. Esta ligagao
&6 eletrostatica e reversivel. Algumas substéncias possuen somente
um tipo de grupo trocador, nestes casos a escolha é clara, mas
para algumas importantes macromoléculas (tais como as proteinas)
de origem biolégica, que sdo carregadas positivamente e
negativamente, possuindo ambos os tipos de grupo trocador, sua

carga & dependente do pH (FIGURA 11.2).

Ponto Isoelétrico

+
Falxa de
o establliidade
&
S Adsoreéd
sorcdo por
g [ trocadores anfénicos
I | l
g 4 8 ' fo
H
g Adsorgdo P
S por
Q |frocadores
_|Cationlcos

FIGURA II.2 - A carga de uma proteina como uma fungdo do pH.
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Em um certo valor do pH a substédncia tera carga zero,
este valor & denominado ponfo isoelétrico (P.I.) e neste ponto
substancias ndo se ligam a nenhum tipo de trocador idénico.

Abaixo do P.I., a proteina possui uma carga positiva
e portanto pode ser adsorvida por trocadores catiénicos. Acima
do P.I., a proteina possui uma carga negativa e pode ser
adsorvida por trocadores anidnicos. O pH do tampao é escolhido
de acordo com a natureza das substdncias a serem separédas, e
este entdo dita o tipo de matriz a ser utilizada (BRAITHWAITE,
1985) .

4.2.3- TIPOS DE TROCADORES IONICOS

4.2.3.1. Trocadores inorganicos naturais (minerais do solo), em

geral apresentam pequena capacidade de troca.

4.2.3.2. Trocadores inorganicos sintéticos tais como o fosfato
de zircénio, apresentam a vantagem de serem muito estaveis a

temperatura e a radiagdo nuclear.

4.2.3.3. Trocadores com matriz orgdnica natural
4.2.3.3.1- Trocadores com matriz de celulose

O primeiro trocador iénico projetado para a separagao
de moléculas biolégicas utilizou uma matriz de celulose, embora
a celulose devido as suas propriedades hidrofilicas tenha pouca
tendéncia a desnaturar proteinas, os trocadores possuem baixa
capacidade e caracteristicas pobres de vazdo, devido a forma
irregulér das particulas. Ainda na década de 70, géis de celulose
foram produzidos na forma 6tima e o Ginico material disponivel
comercialmente & o DEAE (dietilaminoetil)-SEPHACEL. Estes
trocadores tém a vantagem de apresentar poros largos, facilitando
assim o acesso das substadncias aos grupos trocadores e permitinco

boa qualidade de vazdo da fase movel.

4.2.3.3.2- Trocadores com matriz de dextrana

Trocadores ibénicos & base de dextrana sdo fisicamente
muito similares i dextrana comum e possuem estabilidade quimica
similar (BRAITHWAITE, 1985). Sob o nome comercial de SEPHADEX
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(Pharmacia) é produzido um polimero modificado de dextrana, onde
as macromoléculas apresentam ligagdes cruzadas de ponte de
hidrogénio entre as suas cadeias, obtendo assim uma estrutura
porosa tridimensional. Devido ao seu alto conteido de grupos
hidroxilicos, o SEPHADEX & fortemente hidrofilico e as particulas
esféricas produzidas deste material s&o capazes de inchar
consideravelmente em contato com &gua, sendo possivel formar
varios tipos de poros cornforme a sua capacidade de adsorver agua.
O pH e a forga iénica dos eluentes s&do fatores que influenciam
no grau de intumescimento destes trocadores que, sendo esféricos
e altamente porosos, permitem boas condigdes de vazao da fase
movel.

4.2.3.3.3- Trocadores com matriz de agarose

Como exemplos de trocadores que utilizam a agarose como
matriz, podemos citar a DEAE-Sepharose CL-6B (anidnica) e a CM-
Sepharose CL-6B (catidnica). A capacidade de troca iénica é
conferida pela introducao dos grupos carboximetil e
dietilaminoetil, resultando uma matriz de grande rigidez com
porosidade similar aquelas de dextrana modificada, mas com melhor
forca mecdnica e capacidade de adsorgao. Beneficios adicionais
como resultado da estrutura rigida sao: consisténcia do volume
de resina, o qual é relativamente ndo afetado por mudancas da
forga iénica e pH do eluente; e a melhoria das propriedades de

fluxo, podendo suportar altas taxas de fluxo.

4.2.3.4. Trocadores organicos sintéticos

As resinas trocadoras deste tipo sdo muito resistentes,
tém grande estabilidade quimica e alta capacidade de troca em
toda faixa de pH.

4.2.3.5. Trocadores iénicos liquidos

A separagdo por troca iénica pode também ser realizada
por trocadores liquidos, que revestem suportes peliculares ou
porosos. Eles sdo constituidos, em geral, por liquidos organicos,
1mlscivels em Agua, gque apresentam grupos iénicos ou ionizéaveis.
Assim, o suporte inerte fica revestido por um filme liquido. Para

os trocadores catiénicos sdo usados alquilésteres do A&cido
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fosférico e/ou alquilésteres do A&cido alcano-fosfénico. Os
trocadores liquidos aniénicos utilizam aminas de alta massa
molecular ou compostos de amdnio quaterndrio (por ex.,

trioctilmetilaménio).

4.2.4- GRUPOS TROCADORES

A presengca de grupos trocadores é uma propriedade
fundamental de um trocador idnico. O tipo de grupo determina o
tipo do trocador idnico e consequentemente sua forga, seu numero
e disponibilidade total determinam a capacidade. Ha uma variedade
de grupos gque podem ser utilizados em trocadores 1idnicos
(HIMMELHOCH, 1971). Alguns exemplos sio mostrados na TABELA II.1.

TABELA II.1 - Grupos funcionais usados para troca idénica

Trocadores anionicos Il Grupo funcional
Aminoetil (AE-) -OCH,CH2NH;"
Dietaminoetil (DEAE-) -OCH,CH,NH (CH,CHj;) ,
Aminoetil quaternario (QAE-) -OCHZCHZN(CZHS)ZCHZCI—I(OH)CH3

f Trocadores catidnicos

Carboximetil (CM-) -0CH,C00"
Fosfo -POH,
Sulfopropil (SP-) -CH,CH,CH, 505

~

Os tipos de grupos ligados a matriz classificam os
trocadores idnicos em fortes, médios e fracos. Grupos sulfdénicos
e amino-quaterndrios sdo utilizados para formar fortes trocadores
iénicos; grupos fosfo formam trocadores de forca intermediaria
e os outros grupos formam trocadores iénicos fracos. Os
trocadores idnicos fortes sdo aqueles completamente ionizados em
uma ampla faixa de pH. Os fracos e médios sdo aqueles em que O
grau de dissociagdo é influenciado pelo pH, portanto a capacidade
destes trocadores varia em fungdo do mesmo (COLLINS & BRAGA,
1990) .
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4.2.5- PROPRIEDADES DOS TROCADORES IONICOS

4.2.5.1. Capacidade

De uma maneira geral, a capacidade de um trocador & uma
medida da quantidade de troca de ions que pode ocorrer entre a
matriz e os ions presentes na fase mdvel. A capacidade pode ser
expressa como a capacidade total ou capacidade disponivel. A
capacidade total & a quantidade de grupos carregados ou
potencialmente carregados e que podem ser trocados, por grama de
peso seco do trocador. A capacidade disponivel é a capacidade
real do trocador sob determinadas condigdes. Ela é dependente de
varios fatores, entre os quais a forga iénica, o pH e a
temperatura do efluente (COLLINS & BRAGA, 1990).

4.2.5.2. Seletividade

0 conhecimento da seletividade de um trocador é muito
importante para o seu emprego. Embora este fator dependa muito
das condigdes de operagdo, pode-se destacar que:

a. a seletividade de um trocador aumenta com o incremento do grau
das ligagdes cruzadas da matriz.

b. ions com carga elevada sao ligados mais fortemente ao trocador
que ions de baixa carga, nas mesmas concentragoes.

c. ions com a mesma carga, porém com diferentes tamanhos en
solucdo, tém grau de afinidade diferentes. Este efeito se
relaciona melhor com o poder de polarizagdo do ion e seu grau de
hidratacdo, sendo que a afinidade diminui com o aumento do raio
do ion hidratado.

4.2.5.3. Tamanho da particula

Em operagdes de grande escala (planta industrial) é
desejavel uma alta taxa de fluxo, © dque redquer O UusO de
particulas consideravelmente grandes. Para propdsitos analiticos
o tamanho padrdo é aproximadamente 50 mesh BSS. A classificagao
das resinas analiticas difere da classificagéo industrial padrao

pois normalmente sdo lavadas para eliminacdo das particulas finas

22



e tracos de polimerizagéao intermediiria solGvel em agua
(BRAITHWAITE, 1985).

4.2.6- ELUIGAO

Uma possibilidade de eluigdo em cromatografia por troca
iénica é por mudangas em fases discretas de pH ou de forga
iénica, ou ainda, de combinagdo destes fatores. A mudanga de pH
do tampdo eluente em diregdo ao ponto isoelétrico de uma das
substancias-amostra causa a diminuigdo da carga-liquida, sendo
mais facilmente eluida do trocador. A forga idnica pode ser
variada para se obter a eluigdo mais lenta ou mais rapida de
substancias. Abaixando-se a forca idnica, a competigdo pelos
grupos carregados do trocador é minima e as substancias sao
ligadas fortemente a ele. Aumentando-se a forga iénica, aumenta-
se a competicdo e reduz-se a interagao entre o grupo trocador e
as substancias-amostra que sao assim eluidas. Tanto o pH como a
forca idnica podem ser variados de uma maneira continua e
constante com o uso de gradientes. Estes podem ser lineares,
cdncavos e convexos. Outros gradientes mais complexos podem ser
obtidos com o uso de sistemas de bombeamento para gradientes ou

pelo uso de bombas peristaltfcas adaptadas para esta finalidade.

Durante o processo de eluigdo em uma coluna, a
concentragdao de proteina na fase estacionaria (proteina
adsorvida) depende da concentragdo de proteina, forga idnica e
pH da fase mével. Em procedimentos cromatograficos usuais,
eluicdo & realizada introduzindo um gradiente linear de forga
iénica crescente (gradiente linear de eluigdo) ou um leve aumento
da forca iénica na coluna utilizando sais como NaCl e KC1
(YAMAMOTO, 1983). Gradientes (de forga iénica ou pH) podem ser
formados usando um simples aparelho comercialmente disponivel,
no qual dois recipientes sdo conectados na parte inferior e um
eficiente agitador estad no recipiente do qual sai o tampdo. Mais
simples ainda é a utilizagdo de dois beckers, um contendo solugao
de sal e outro com tampdo para diluigdo continua do eluente a ser
enviado para a coluna e um agitador magnético (FIGURA II.3)
(SCOPES, 1987).
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FIGURA II.3 - Aparelhos simples para formagdo de gradientes
4.2.7- APLICAGOES

A crométografia por troca idnica apresenta muitas
aplicagdes analiticas e preparativas, tanto em pesquisa, como nas
inddstrias. A desionizagdo da agqua e de muitos licores agucarados
de frutos, bem como a despigmentagao destes sdo as aplicagdes
mais rotineiras, sendo produzidas resinas especificas para tais
finalidades. Em quimica analitica este tipo de cromatografia é
usado na analise de elementos, geralmente complexados, na analise
de ions ou na sua eliminagdo quando estes interferem nasdosagem
de uma determinada substédncia. Na preparagdo e purificagdo de
macromoléculas, a cromatografia por troca iénica tem um destaque
especial, sendo raros OsS processos de purificagdo que nao a
utilizam. Uma interessante aplicagdo da cromatografia por troca
idnica & na separagdo de isoenzimas. As isoenzimas tém massas
moleculares prodximas, sendo portanto a separagao baseada en
processos de diferenca de carga elétrica que sao, as vezes,
pequenas (COLLINS & BRAGA, 1990). Um método cromatografico por
troca iénica é descrito para a separagdo e detecgéao de anions
(nitrito, nitrato, aménio) em amostras de salmoura (SUBOSA et al,
1989). Esta técnica é usada extensivamente no National Institute
of Standards and Technology (U.S.A.) para a anilise de materiais
padrao de referéncia. No momento a énfase é para determinacgdo de
nio metais, especialmente enxofre e cloro (KOCH, 1989).
Cromatografia iénica & uma técnica analitica que tem
revolucionado a maneira na qual Ions,o especialmente 1ions
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organicos, sdo medidos em laboratério. Uma area da cromatografia
iénica que tem particular promissdo para aperfeigcoamento em
anidlises iénicas & o advento da determinagdo simultdnea de
cations e anions, sendo que diferentes métodos tém sido estudados
para execucdo deste procedimento analitico (TARTER, 1989) . Pode~-
se verificar através de inumeras publicagdes que esta técnica tem
grande potencial na separagdo de proteinas e peptideos,
purificacio de enzima, separagdo de carboidratos e lipideos,
preparacdo de horménios, estudos de dcidos nucleicos e

nucleotideos, entre outros.
4.3- CROMATOGRAFIA POR AFINIDADE

Avangos recentes nas areas de microbiologia, biologia
molecular, engenharia genética e biogquimica tém proporcionado uma
série de diferentes produtos bioquimicos que sdo ou podem tornar-
se de grande valor comercial. Proteinas e substancias
relacionadas sio frequentemente os principais constituintes da
maioria destes produtos, os quais podem ser usados como produtos
farmacéuticos e reagentes de diagnésticos médicos (CHASE, 1984a).
Muitos destes compostos bioquimicos sdo produzidos em reatores
bioquimicos e frequentemente a solugdo no reator é uma mistura
bioquimica complexa com as substancias de interesse presentes
somente em pequenas concentragdes. Muitos dos processos de
separagdo convencionais (por exemplo: filtracdo em gel, troca
iénica, precipitagao, ultrafiltracgéo, eletroforese) e suas
combinacdes podem ndo ser aplicadveis para a purificacdo de
proteinas em misturas bioquimicas complexas (CHASE, 1984a). No
entanto, adsorgdo bioespecifica (cromatografia por afinidade)
parece ter o maior potencial de sucesso em muitos casos dificeis
de purificacido para homogeneizar muitas substancias bioquimicas
de misturas diluidas contendo um grande nimero de proteinas com
pequenas diferengas na solubilidade, cargas e pesos moleculares.
Esta técnica de separagdo utiliza pequenas diferengas nas
atividades biolégicas das moléculas com o propbésito de realizar
a purificagdo de proteinas. Frequentemente, alto grau de pureza
assim como alto rendimento do produto podem ser obtidos em um
dnico passo de purificagdo (ARVE & LIAPIS, 1987).
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Cromatografia por afinidade, desenvolvida durante 1960
e 1970, refere-se a imobilizagdo de um ligante especifico pela
interacdo com a proteina desejada em particulas apropriadas que
podem estar empacotadas na coluna. Uma amostra é passada pela
coluna e a interagdo especifica retém a proteina desejada,
enquanto outros componentes da amostra simplesmente passam
através da coluna (FIGURA II.4) (SCOPES, 1987).

FIGURA II.A4 - Principio bésico da cromatografia por afinidade.
Um ligante L esta covalentemente ligado ao suporte principal da
matriz. Somente enzimas E com afinidade especifica pelo ligante

L sao adsorvidas. Proteinas P passam sem serem afetadas.

0 processo de adsorgao bioespecifica & caracterizado
pela imobilizagdo de um composto quimico ou biogquimico
selecionado (ligante) na superficie interna de um poro, inerte,
presente no suporte sbélido (matriz). O ligante tem uma
especificidade alta por um conmposto particular ou uma classe de
componentes que sao purificados de uma mistura envolvendo varias
espécies (ARVE & LIAPIS, 1987). Segundo (LIAPIS, 1989), nas
separagodes utilizando cromatografia por afinidade sao
considerados o envolvimento de quatro estéagios:

(a) o estagio de adsorgdo durante o qual a solugdo contendo ©
material a ser adsorvido & colocado em contato com O adsorvente
para permitir que as interacdes de adsorcgao ocorram;

(b) o estdgio de lavagem no qual componentes adsorvidos
livremente ou nao especificamente sio removidos;

(c) o estéagio de eluicdo durante o qual a substancia’adsorvida
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-

é liberada do complexo adsorvido-ligante; e
(d) o re-equilibrio ou estiagio de regeneragao, no qual prepara-se

o adsorvente para reutilizacdo em outro ciclo de operagao.

No estdagio de adsorgado a mistura bruta contendo a
substancia de interesse entra em contato com o adsorvente e a
proteina desejada se liga reversivelmente ao ligante imobilizado.
O material bioldgico bruto que é utilizado na solugdo de
alimentacdo do estégio de adsorcao na maioria dos casos contém
outros componentes nio desejados, chamados contaminantes os quais
estio frequentemente presentes emn gquantidades maiores que as
substancias desejadas. Durante o estiagio de adsorgao alguns ou
todos os contaminantes podem difundir dentro dos poros das
particulas, e dependendo do tipo de matriz e ligante, pode ser
possivel dque um ou mais contaminantes sejam adsorvidos
bioespecificamente pelos ligantes ou nao especificamente na
stiperficie da matriz (CHASE, 1984a). No estagio de lavagem a
concentracdo dos contaminantes presentes dentro das particulas
porosas do adsorvente sio reduzidas para um baixo nivel. Em
seguida o adsorvido é& recuperado através da dissociagéo do
complexo adsorvido-ligante (estdgio de eluicdo), e finalmente o
adsorvente é regenerado pelo contato com a solugdo tampao inicial
(estagio de regeneragao) (ARVE & LIAPIS, 1987) .

4.3.1- MATRIZ

Os critérios de selegdo para uma matriz utilizada em
cromatografia por afinidade sdo similares agqueles aplicados na
cromatografia por troca iénica, isto &, deve ser um polimero
poroso, hidrofilico, que possa ser produzido de forma adequada
permitindo 1livre acesso de macromoléculas para fixagao dos
ligantes, e um fluxo adequado. Embora outros adsorventes usados
em casos individuais tenham certas vantagens, resinas esféricas
de agarose estdo sendo as mais utilizadas na separagdo de
proteinas devido a sua estabilidade dimensional a baixas pressodes
ou mudancgas nas condigdes sal-solvente. Produtos como Sepharose-
4B e -CL6B (Pharmacia) e agaroses (Bio-Rad) séo normalmente

utilizados. Também estdao se tornando populares as variedades
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sintéticas e outras resinas de polimeros porosos que sao usados

nos processos de troca idnica e filtracdo em gel (SCOPES, 1987).
4.3.2- ELUIGAO

A eluicdo do material 1ligado 3 fase estacionaria
seletiva em cromatografia por afinidade é realizada pelo emprego
de agentes especificos ou niao. Esta etapa & de fundamental

importéancia para que ocorra uma boa separagdo da substédncia alvo.

Dois métodos de eluigdo tém sido desenvolvidos:
. seletivo - usando por exemplo um substrato ou cofator;

. nao seletivo - usando por exemplo um sal ou mudanga no pH.

O método mais utilizado normalmente é o de eluigao nao
seletiva. Este método altera, através do uso de um eluente
apropriado, as propriedades fisicas e quimicas da solugao em
contato com as particulas do adsorvente de forma que a
intensidade da ligagdo entre ligante e substancia adsorvida é
reduzida e a dissociagdo do complexo adsorvido-ligante é&
promovida. O segundo método de eluigdo chamado eluigédo seletiva
envolve exposigdo do complexo adsorvido-ligante em uma solugao
contendo alta concentragdo de ligante 1livre. Este eluente
seletivo (ligante) tem também uma afinidade significativa pela
substancia adsorvida e pode ser O mesmo ligante que estd fixo na
superficie interna dos poros presentes na matriz ou pode ser
diferente do ligante imobilizado. H4 uma competigdo entre os
ligantes solﬁvéis e os imobilizados, e se o ligante solivel esta
em excesso, o adsorvido deslocara quase que exclusivamente para
a fase soldvel, sendo entéo separado das particulas de
adsorvente. A substéncia alvo é separada do ligante soldvel

explorando a diferenga no peso molecular das duas espécies.

Embora o passo de eluigédo seja de grande importéancia,
muito poucos trabalhos tém considerado a andlise guantitativa
tedrica do estagio de eluigdo. Um método de eluicdo ndo seletiva
foi usado para eluir a tripsina, e assumiu-se que toda tripsina

ligada era eluida instantaneamente para o liquido existente entre
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as particulas. Em outros trabalhos foram apresentados modelos
para eluigdo em coluna e sistema batelada, entretanto nao tem
sido claramente estabelecido para a maioria dos sistemas
apresentados na literatura qual mecanismo de transferéncia de
massa e dissociagdo & o passo limitante do processo (ARVE &
LIAPIS, 1988).

4.3.3- APLICAGOES

Adsorgdo bioespecifica tem sido amplamente reconhecida
como um método eficiente para andlise quantitativa e
identificagdo de macromoléculas biolbégicas bem como para
separagdo em escala industrial e purificagdo de biopolimeros
naturais como plasma sanguineo e matéria-prima de reatores
bioquimicos (ARVE & LIAPIS, 1988). Na ©purificagdo de
macromoléculas sabe-se que um grande nimero de proteinas foram
purificadas, e as enzimas sem divida alguma sdo a maior categoria
dessas macromoléculas, podendo ainda ser citado: purificagdo de
anticorpos, antigenos e glicoproteinas. Também é de grande
importancia para o desenvolvimento de materiais biocompativeis

e de novos tipos de biosensores (LIAPIS, 1989).
4.4- OUTRAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Considerando as diversas técnicas existentes ainda
podemos citar duas de grande importdncia em processos d:
purificagio de macromoléculas: cromatografia por interacgdes

hidrofébicas e cromatografia em gel.

4.4.1- CROMATOGRAFIA POR INTERAGOES HIDROFOBICAS OU POR
HIDROFOBICIDADE (HIC - Hidrofobic Interaction
Chromatography)

Embora seja menos seletiva que a cromatografia por
afinidade, & uma técnica simples com aplicabilidade muito ampla,
nio sendo limitada somente a separagdo de biomoléculas. E uma
excelente complementagdo para cromatografia por troca idnica e

permeacido em gel. Considerando que relativamente poucas proteinas
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se ligam a cadeias alifaticas curtas imobilizadas em baixas
concentragdes de sal, cromatografia por hidrofobicidade pode ser
estendida para cobrir todas as proteinas, uma Vvez que as
interacdes hidrofébicas aumentam sua intensidade com aumento na
concentracdo de sal. A adsorgdo requer frequentemente a presenga
de ions "salting-out" tais como cloreto de sédio e sulfato de
aménio. A influéncia de certos ions na estrutura da proteina foi
primeiro descrita por HOFMEISTER (citado por HARRIS & ANGAL,
1989) . fons "salting-out" diminuem a disponibilidade de moléculas
de &gua na solugdo, aumentam a tensdo superficial e aumentam as
interacdes hidrofébicas. Ao contrario, ions "salting-in" ou
caotrépicos como tiocianato impedem a interagdo nado-idnica
(HARRIS & ANGAL, 1989). Consequentemente em alta concentracgao de
sal a maioria das proteinas podem ser adsorvidas por grupos
hidrofébicos fixos na matriz.

. 0 modelo simplista da estrutura tercidria de uma
proteina confere uma envoltura externa essencialmente hidrofilica
em volta de um nicleo hidrofébico. No entanto a hidrofobicidade
da superficie ocorre devido a presenga na superficie de cadeias
de aminodcidos ndo polares como alanina, metionina, triptofano
e fenilalanina. Provavelmente a hidrofobicidade da superficie néo
sbé ajuda estabilizar a conformagdo da proteina, mas forma a base
das interacdes especificas relacionadas com a fungao biolégica
da proteina. Estas incluem: antigeno-anticorpo, horménio-receptor
e enzima-substrato, interagdes tipicas que sdo de significante
importancia biolégica. Os aminodcidos da superficie hidrofébica
sio usualmente organizados em blocos, intercalados com maior
dominio hidrofilico. O nimero, tamanho e distribuigdo destas
regides ndo iénicas & uma caracteristica de cada proteina e pode
portanto ser usada como uma base para sua separagdo. A chance de
se ter uma boa separagdo em uma coluna hidrofdbica é grande
devido: primeiro, a capacidade para proteinas é muito alta, na
mesma faixa que os trocadores iénicos (10-100 mg/cm® ). Segundo,
a adsorgao é realizada em alta concentragdo de sal, ndo sendo
necessirio trocar o tampdo de uma amostra antes de sua aplicagéao,
necessitando somente acrescentar sal o suficiente para garantir

a ligagdo do componente requerido. As recuperagdes sdo
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frequentemente excelentes (SCOPES, 1987).
- Matriz

Adsorventes hidrofdbicos tipicos disponiveis
comercialmente incluem compostos com cadeias aliféticas lineares
com 4, 6, 8 e 10 atomos de carbono, e esta mesma cadeia contém
um grupo amino terminal. Como em outros ligantes adsorventes, o
potencial de variagdo da natureza do substituinte é infinita, mas
o comportamento de cada um & similar. Os grupos mais utilizados
sdo phenyl-, octyl- ou hexyl-, e aminohexyl- dando origem a
matrizes (géis) diversas, entre elas Phenyl Sepharose CL-4B e
Octil Sepharose CL-4B, designadas especialmente para separagao
de macromoléculas bioldgicas em cromatografia por
hidrofobicidade.

- Eluigéao

Segundo HARRIS & ANGAL (1989), uma variedade de
condigcdes que podem ser utilizadas para eluigdo em matrizes
hidrofébicas, confere a HIC um método potencialmente forte para
a‘separaciao de misturas complexas de proteinas. Dentre estas
incluem-se as seguintes:

(a) Redugdo da forga iénica usando um gradiente de eluigao.

(b) Aumentando o pH: a maioria das proteinas ganham carga
negativa e tornam-se mais hidrofilicas sob condigdes levemente
alcalinas.

(c) Reduzindo a temperatufa teoricamente promoveria a eluiqéo,
entretanto o efeito da temperatura é muito pequeno para ser usado
como um agente de eluigéo.

(d) Metodos de deslocamento: adigdo de um componente o qual tenha
uma atracdo mais forte pelo ligante ou torna a proteina mais
hidrofilica.

1. Alcoois alifaticos - ex: propanol, butanol e etileno
glicol. Eles reduzem a polaridade da solugdao e promovem ruptura
das interagdes hidrofébicas.

2. Aminas alifaticas - ex: butilamina. Tém o efeito de

reduzir a polaridade da solugdo causando dessorgdo. As aminas
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podem ligar & proteina ou aos grupos da matriz hidrofodbica.

3. Detergentes - detergentes ndo idnicos, ex: Tween 20,
Triton X-100. Provavelmente deslocam as proteinas ligadas.
Detergentes idnicos, ex: sulfato duodecil de sbédio. S&o mais
facilmente removidos da coluna apds dessorgdo da proteina. Eles
tendem, contudo, a causar desnaturacdo da proteina. Detergentes
nao- iénicos sdo mais suaves e podem ser usados em concentracgdo

de 1-3% sem causar perda de atividade.
- Aplicacgdes

Cromatografia por hidrofobicidade esta sendo mais
amplamente usada, especialmente no processamento em grande
escala. Apesar da falta de seletividade entre componentes,
comparada com cromatografia por troca idénica, & muito Gtil como
um primeiro passo, como uma alternativa & precipitagdo por
sulfato de aménio. Colunas hidrofdbicas tém sua aplicagdo na
purificagdo de peptideos e algumas proteinas pequenas, sendo que
recentemente obteve-se sucesso na purificagcdo de alcool
desidrogenase (SCOPES, 1987).

- Vantagens e desvantagens da cromatografia por hidrofobicidade

HIC possui um forte significado em separagdo aplicada
a purificagdo de muitas proteinas. O emprego desta técnica é
ideal quando a mesma é wutilizada imediatamente apds a
precipitagdo com sal, onde a forgca iénica da amostra aumentara
as interagdes hidrofébicas. No processo de purificagdo onde a
proteina alvo é& eluida em um gradiente de forga idnica
decrescente, ela pode ser seguida por uma troca idénica com pouca
necessidade de mudan¢a no tampdo. A diversidade das condigdes de
eluicdao pode permitir a separagdo de misturas complexas de
proteinas que seriam dificeis de separar por outras técnicas
cromatograficas. Predizer a melhor condigdo para separagdo &,
contudo, dificil e o método elementar de tentativa e erro é ainda
o utilizado no processo de otimizagdo. A eficidcia da HIC é
geralmente reduzida pela presenga de contaminantes hidrofdébicos

na alimentagdo. Um problema adicional encontrado na HIC sdo as
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fortes condicdes que normalmente s3o requeridas para eluigédo,
podendo ser utilizados detergentes ndo idnicos ou etileno glicol,
os quais podem aumentar a probabilidade de desnaturagao de
proteinas (HARRIS & ANGAL, 1989).

4.4.2- CROMATOGRAFIA EM GEL

Estudos de adsorcdo em silica gel e carbono ativo tém
mostrado resultado interessante para separar materiais com massa
molecular relativamente alta. Segundo BRAITHWAITE (1985), SYNGE
mostrou que separa¢des baseadas no tamanho molecular podem ser
executadas com substidncias ndo carregadas durante migragéo
eletro-osmética através de géis. Este principio foi a base da
metodologia de separagdo conduzida de acordo com tamanhos
relativos das moléculas. PORATH e FLODIN usaram o termo filtracgao
em gel descrevendo um método para separagdo de macromoléculas
biolégicas em sistemas aquosos por meio de géis de
polissacarideo. Em um artigo pioneiro com uso ndo bioguimico
MOORE usou o termo "gel permeation chromatography". Ambos os

termos sdo ainda usados em seus respectivos campos.
- Matriz

A matriz, fase estaciondria, & um polimero poroso. Os
poros sdo completamente preenchidos com o solvente que serd usado
como a fase mével. O tamanho do poro & altamente critico desde
que a base da separagdo & o fato das moléculas acima de um certo
tamanho serem totalmente excluidas dos poros e o interior dos
poros serem acessiveis em parte, ou totalmente, pelas moléculas

menores.
- Descrigdo do processo

O fluxo da fase mével fard com que as moléculas maiores
passem através da coluna sem penetrar no gel (matriz), enc 1anto
que as moléculas menores serdo retardadas de acordo cc.i sua

-

penetracgdo no gel. O principio & ilustrado na FIGURA II.5.
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Os componentes da mistura saem da coluna de acordo com
a massa molecular relativa, o maior sai primeiro. Compostos que
sdo completamente excluidos do gel nao sao separados entre si,
e da mesma forma moléculas pequenas que penetram completamente
nic sdo separadas. Moléculas de tamanho intermediario serao
retardadas de acordo com o grau de penetragdo na matriz. Se as
substancias sdo de um tipo quimico similar elas s&o eluidas por
ordem da massa mc'ecular relativa. Este modelo sugere que a
exclusio diferenci:.l das moléculas seja alcangada com base em
seus volumes hidrodinamicos, isto &: tamanho e forma.

i e

e Moleculas grandes — excluldas do gel

+ Moleculas pequenas — retldas no gel

-

FIGURA II.5 - Principio da cromatografia em gel: (1) mistura é
aplicada no topo da coluna; (2) separagdo parcial; (3) separagao

completa, substédncias excluidas saem da coluna.
- Aplicagao

A cromatografia em gel foi originalmente usada para
separagio de materiais biolégicos. Devido aos primeiros géis
serem formados de ligagdes cruzadas de dextrana, seu uso foi
aceitivel somente com sistemas aquosos. Em 1964 géis de
poliestireno com 1ligagdes cruzadas para uso com _solventes
orgdnicos foram produzidos, tornando possivel a extensdo da
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cromatografia em gel na separagdo e caracterizagdo de polimeros
sintéticos. A aplicagdo do método ndo é& somente para uma
variedade de separagdes, mas também para determinagdo da massa
molecular relativa por um procedimento rapido. Na separagdo de
grupos utilizando cromatografia em gel um exemplo tipico & a
separag¢do da hemoglobina e cloreto de sédio em um gel sephadex.
Fracionamento de misturas de biopolimeros & a mais comum
aplicagdo da cromatografia em gel e pode ser conduzida em escala
analitica e preparativa. Quando o peso e tamanho molecular dos
componentes da amostra nio diferem muito, um gel com faixa de
fracionamento apropriada deve ser escolhido. A escolha
conveniente dos géis permite a separagio e purificagdo de varias

misturas (peptideos, &cido nucleico, enzima e polissacarideo).

5. PROCESSO "CARE" ("Continuous Affinity-Recycle Extraction")

Este processo continuo com reciclo, baseado na
cromatografia por afinidade e desenvolvido por PUNGOR et al
(1987) sera descrito a seguir por ter sido a base para o

desenvolvimento deste trabalho.
5.1- INTRODUGAO

Processos cromatograficos em alta escala para
purificagdo de proteinas requerem uma série de projetos e
critérios de otimizacdo onde a pureza final & uma obrigagado e néo
um objetivo, com obtengdo de um produto final purificado de custo
minimo que encontra especificagdes as quais, por sua vez,
implicam em maxima recuperagdo. Em processos tipicos de
fermentacdo ou crescimento celular, devido &s similaridades
encontradas nas propriedades fisico-quimicas de proteinas, alto
nivel de pureza (requerido para a maioria das aplicagbes
comerciais) pode somente ser alcangado usando uma série de
etapas, aumentando a purificagdo do produto por diferentes
mecanismos de separagdo. Toda esta sequéncia de etapas é
frequentemente denominado "Downstream Processing" (DSP) (AFEYAN
et al, 1989).
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Segundo AFEYAN et al (1989), a purificagdo de proteinas
é mais frequentemente efetuada por técnicas cromatograficas.
Cromatografia adsortiva, a qual inclui troca idnica, afinidade,
fase reversa e cromatografia por interagdo hidrofdbica, justifica
uma grande parte das aplicagdes cromatograficas. Entre as
técnicas adsortivas, cromatografia por afinidade, a qual usa
interacdes bioespecificas para a pureza da proteina de uma
mistura, tem sido denominada processo "on-off", e é um pouco mais
gque uma extragdo sdélido-liquido, operagao unitaria comum nas
indistrias de processos quimicos. Com o objetivo de superar
algumas das limitagdes operacionais da cromatografia por
afinidade em leito fixo, uma alternativa foi recentemente
proposta: "Continuous affinity-recycle extraction". Esquemas de
purificagdo incluindo o sistema "CARE" (GORDON et al, 1990)
proporcionam a oportunidade para a integragdo de processos
através da introducgdo de uma adsorgdo altamente especifica como
primeiro passo na sequéncia de purificagao. Sendo possivel
alcangar simultaneamente, purificacgao, concentragao e
clarificacdo (separagdo sbélido/liquido), enquanto mantém alto
rendimento na recuperacido, eliminando etapas de pré-purificacao.
Consequentemente, um ou mais passos do processo "downstream" pode
ser eliminado, resultando em maior rendimento na recuperagao e
menor custo de purificagdo. A exequibilidade deste esquena de
purificagdo foi estabelecida com a recuperagdo e isolamento da
enzima p-galactosidase produzida por E. Coli, usando PABTG-
agaroSe como suporte. Um esquema do sistema "CARE" & mostrado na
FIGURA II.6.

O processo "CARE", estudado por varios pesquisadores
(PUNGOR et al 1987, AFEYAN et al 1989, GORDON et al 1990)
consiste em um estiagio de adsorgao que ocorre no primeiro reator,
onde o liquido de alimentagdo entra em contato com o adsorvente
e um estagio de dessorgdo da proteina alvo que é obtida no
segundo reator mantendo condigcdes apropriadas através da agcao de
um solvente adequado para eluigdo (tampao para dessor¢gao). A
resina & reciclada continuamente ao estigio de adsorgdo enquanto
o produto & removido através de um filtro existente no segundo

reator. Ambos os reatores sdo bem agitados e operados sob
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condigdes de estado estacionario.

_ . tampac para ) ,
alimentagao lavagem tampao para dessorgao

ESTAGIO DE ESTAGIO DE

’ RECICLO DE ADSORVENTE . .
ADSORGAD DESSOR¢AO

residuo proiuto

FIGURA II.6 - Esquema do processo "CARE".

O sistema "CARE" é& matematicamente descrito por um
processo simulténeo de adsorgao e dessorcdo com um balango de
massa, onde os pardmetros cinéticos da adsorgdo e dessorgdo sao
estimados em experimentos batelada independente do sistema de
purificagido pelo processo "CARE" (AFEYAN, 1989).

5" 2- MODELO MATEMATICO

Um modelo matemdtico baseado em um balango de massa tem
sido desenvolvido e usado para estudar o relacionamento entre as
variaveis do processo. Como uma primeira aproximagdo, assume-se
que os dois reatores séao perfeitamente agitados (PUNGOR et al,
1987). O processo de adsor¢éo é considerado como uma reagao
reversivel de segunda ordem enquanto o estidgio de dessorgao é
modelado como uma reagdo irreversivel de primeira ordem (CHASE,
1984Db):

adsorgao

k, II. (1)
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dessorgao

AB - A + B
K II.(2)

Onde A, B e AB sdo a proteina a ser adsorvida, o
adsorvente e o complexo proteina-adsorvente, respectivamente. As
constantes, k,, k, e kg representam ndo somente a cinética de
adsorcgao e dessorgdo intrinseca, mas também inclui contribuigdes
da resisténcia a transferéncia de massa. Estas resisténcias sao:
difusdo do soluto através de uma pelicula estagnada em volta das
particulas do adsorvente, difusdo dentro dos poros do suporte
sdlido e a propria adsorgdo bioquimica. Portanto, estes efeitos
sdo englobados em um Gnico coeficiente que pode ser determinado
experimentalmente (CHASE, 1984a). Esta aproximagdo faz a
formulagdo matemdtica mais tratavel utilizando uma descrigao
fisica menos rigorosa. Por outro lado, dados experimentais
sugerem que em tal sistema as limitacdes da transferéncia de
massa externa podem ser desprezadas sem perda na precisao (PUNGOR
et al, 1987) e, no caso de proteinas com alto peso molecular
estas sio adsorvidas principalmente nos sitios localizados na,
ou préximo & superficie do gel. Dessa forma as moléculas fixadas
nestes sitios bloqueiam o caminho para difusao dentro do gel
(HARSA et al, 1990). Resisténcia a difusdo dentro do liquido
(leito,filme) pode ser significativa dentro de uma coluna, mas
nio em um sistema de tanque agitado, devido a agitagdo (COWAN &
COSLING, 1987). A operagdo & conduzida sob condigdes isotérmicas,
desprezando entdo algum efeito térmico associado com adsorgado e
dessorcgdo. As constantes k, e k, governam a diregdo da reagao, e
a razdo das constantes (k,/k,) & igual i constante de dissociagao
(K,) que descreve a relagao de equilibrio ou seja, a medida da
forca de interagdo entre a proteina e o adsorvente (SKIDMORE,
1990) .

A taxa de transferéncia de massa para a fase

imobilizada descrita pela equagdo II. (1) & dada por:
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d
_d% = k,c(q,-q) -k,q . II.(3)

onde ¢ & a concentragdo de material que pode ser adsorvido, em
solugao, q & a concentragdo na fase sbélida de material adsorvido
por unidade de volume de adsorvente e q, € a capacidade maxima de
adsorgdo do adsorvente. Da mesma forma, em equilibrio a interacgao

é descrita por:

{%% = k,c*(g,-q*) -k,g* = 0 IT.(4)

onde o (*) representa o valor no equilibrio. Da equagdo II. (4)
pode ser visto que em equilibrio a concentra¢do na fase sélida
de material adsorvido (q') varia com a concentracio de material

que pode ser adsorvido (c') da seqguinte forma:

C.
q* = TC_ II.(5)
ky+c?

A equacgdo II. (5) prediz que a isoterma de adsorg¢do deve
ser ndo linear e do tipo descrito por Langmuir, frequentemente

referida como uma isoterma "favoravel" (CHASE, 1984a).

Como dito anteriormente a partir de experimentos em
batelada as constantes cinéticas do processo podem ser
determinadas e um modelo do processo CARE foi formulado de acordo
com uma série de balangos de massa envolvendo dois reatores bem
agitados operando com reciclo segundo a metodologia descrita por
RODRIGUES et al (1992). A cinética de ambos, adsorgdo e
dessorgao, foi incorporada nos balangos de massa e simulagdes de
purificagdo de um sistema CARE simples com dois est&§ios
(adsorcgao/dessorgao) foram executadas. Uma solugdo analitica para
o estado estaciondrio foi desenvolvida, e a aproximagdo dinamica

para o estado estacionirio encontrado no inicio do sistema foi

39



resolvida numericamente utilizando o método de Runge-Kutta de 42
ordem. Este modelo desenvolvido é& aplicavel para qualquer
sistema, o qual seja possivel descrever matematicamente as
cinéticas de adsorg¢do/dessorgdo (GORDON et al, 1990).

Com relacdo ao estdgio de dessorgdo, resultados de
AFEYAN em 1989 indicam que a dessorgdo da proteina & muito mais
rapida que o processo de adsorgdo. Durante a adsorgdo a forga de
deslocamento, que & a diferenga entre a concentragao no leito e
a concentragdo liquida no poro em equilibrio com a proteina
adsorvida, é tipicamente baixa. Como a proteina & adsorvida pelo
adsorvente, a concentracdo de enzima no leito diminui e a
concentracdo liquida no poro em equilibrio aumenta. Como
resultado disso, a forca de deslocamento para adsorg¢do diminui
e permanece pequena até acabado o tempo completo do processo de
adsorcdo. Em contraste, durante a dessorgao, a forgca de
deslocamento inicial é proporcional a concentragdo de enzima
adsorvida que é normalmente alta. Ambos, experimentos e teoria,
confirmam que a dessorgido é rapida, portanto sendo descrita como

instantidnea e completa (AFEYAN, 1989).

A capacidade de otimizar a operagdo do sitema CARE, bem
como sua localizacdo em uma sequéncia de operagdes unitdrias num
processo downstream faz dele uma opgao atrativa para purificagao
de proteina em grande escala, além disso oferece uma alternativa
de suspensao bem agitada, proporcionando a oportunidade de
adsorcio direta de solugdes altamente viscosas, contendo sbélidos
contaminantes (GORDON et al, 1990).
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III. MATERIAL E METODOS
para determinagio das constantes cinéticas de adsorgao
da enzima (dextrana-sacarase) foram necessarias uma série de

etapas, conforme FLUXOGRAMA III.1, que sao descritas a seguir.

Obtengio da enzima

'

Deterninagdo do P.I.

‘ DEAT-Sephadex 4-50 |
Selegdo da resina e
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FLUXOGRAMA III.1 - Etapas realizadas para determinagao das
constantes cinéticas da enzima.
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1. OBTENGCAO DA ENZIMA

A enzima dextrana-sacarase, produzida por fermentacao
de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, & uma enzima indutiva

-

e o Gnico indutor conhecido & a sacarose. Outros agicares como
glicose, frutose, manose promovem crescimento vegetativo normal,
mas sem produgdo de enzima (LOPES, 1979). Neste caso foi
utilizado o processo de proéugéo de dextrana-sacarase por
batelada alimentada, onde as culturas liofilizadas de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F estavam estocadas. Para ativar o
microorganismo foram feitas novas culturas em erlenmeyers e
incubadas em uma cAmara com agitagdo e controle de temperatura
automaticos da NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC a 27¢C por 8 horés com
repiques sucessivos até obtengdo de uma boa atividade da enzima
(em torno de 40 UDS), em seguida foram preparadas culturas com
5 ml do caldo e 5 ml de glicerol 20%, sendo entao congeladas para

=~

poSterior utilizacdo a cada fermentagéao.

Os componentes do meio de cultura (TABELA III.1) citado
por (ALSOP, 1983) foram diluidos em agua destilada (com excegao
do fosfato) para 750 ml e o pH ajustado a 6,7 com HCl
concentrado. O fosfato foi diluido separadamente para 250 ml.e
o pH ajustado a 6,7. Ambos foram esterilizados separadamente a
121°C/15 min., e depois de frias, as solugdes foram misturadas

obtendo um meio de cultura com volume total de 1000 ml.

Preparou-se 400 ml de sacarose 200 g/l e 100 ml de NaOH
SN que foram esterilizados separadamente e misturados depois de
frios. Esta solugdo serviu de alimentagdo no Pprocesso de

fermentacgéao.

-Indéculo (pré-fermentagao):

Esterilizou-se 80 ml de solugdo com a mesma composigdo
do meio de cultura a 121°C/15 min. em erlenmeyer de 250 ml. Apobs
resfriamento adicionou-se 20 ml de tampdo fosfato esterilizado
da mesma forma, obtendo entdo um volume de 100 ml (10% do volume
de fermentagdo). Inoculou-se o meio com um tubo de cultura
estoque e incubou-se a 27°C/12h a 200 rpm. o
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TABELA III.1 - Meio de cultura para fermentagdo de Leuconostoc

mesenteroides.

Componentes Concentracgao (g/1l)
sacarose 20-40
extrato de levedura 20
sulfato de magnésio v0.2
cloreto de sédio 0.01
sulfato ferroso 0.01
sulfato de manganés _ 0.01
cloreto de céalcio 0.02
fosfato de potassio-di-basico 20

-Fermentacdo:

Foram utilizados 2 fermentadores BIOFLOW III da NEW
BRUNSWICK SCIENTIFIC (batch/continuous fermentor) com controle
automatico de pH, temperatura, agitagao, nutrientes e aeragao.
Cada fermentador de 3 litros contendo 1 litro do meio padrao
previamente esterilizado foi inoculado com a pré-fermentagéao.
Incubou-se a 27°C, com aeragao de 0,5 1/min e agitacgao moderada,
controlou-se o pH numa faixa de 6,64 a 6,74 pela adigdo da
solugdo de alimentagdo. Como o NaOH e a sacarose foram colocados
num mesmo frasco, a adigdo de sacarose foi feita de forma
combinada juntamente com a soda pela agcdo de um controlador de
pH. Durante a fermentagao retirou-se amostras de 10 ml. Uma
aliquota foi diluida com agua destilada para determinagdo do
crescimento celular. O restante da amostra, depois de acertar o
pH a 5,2 com HCl concentrado, foi centrifugado a 10.000 rpm,
40C/15min e determinou-se agucares totais, aglcares redutores e

atividade enzimatica.

-Purificacdo e estocagem da enzima:

O caldo fermentado foi centrifugado a 10.000 rpm por
15 min. a 4°C (centrifuga VAC 25 com controle de temperatura
automatico e rotagdes até 30.000 rpm). O sobrenadante foi
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submetido a um processo de ultrafiltragdo a baixa temperatura
para concentrar a enzima e .eliminar impurezas. Em banho de
gelo, adicionou-se lentamente ao concentrado uma solugao de
polietileno glicol 1500 50% (PEG 1500) até que a solugdo tornasse
turva, com o aparecimento de particulas esbranquigadas.
Centrifugou-se entdo a solugdo e o precipitado rico em enzima
(dextrana-sacarase) foi diluido numa solugdo tampdo de acetato
de sédio 0,05M pH 5,2 contendo 0,05 g/l de cloreto de calcio.
Repetiu-se o processo de precipitagdo com PEG mais 2 vezes.

Estocou-se a enzima em frascos a -15°C para posterior utilizagéo.

2. DETERMINAGCAO DO PONTO ISOELETRICO (P.I.) DA
DEXTRANA-SACARASE

Uma vez que este dado deve ser bastante preciso e exige
equipamentos muito sofisticados, foi enviada uma amostra da
enzima para o laboratério de analises da PHARMACIA, due
gentilmente fez a determinagdo do P.I., utilizando analise
eletroforética nas seguintes condigdes:

- Phast Cel IEF 3-9

1) Pré corrida 2000V, 2,5mA, 3,5w, 15°C.

2) Aplicagdo das amostras 200V, 2,5mA, 3,5w, 15°C.

3) Corrida 2000V, 2,5mA, 3,5w, 15°C.

3. SELECAO DA RESINA E DAS CONDICOES DE ADSORGAO E DESSORGCAO

Como primeiro passo foi escolhido o pH de operagao, que
neste caso foi o pH de estabilidade maxima da dextrana-sacarase,
ou seja, pH 5,2 segundo ALSOP (1983) . A escolha do tipo de resina
foi feita baseando-se no resultado dos estudos de determinacgao

do P.I. da enzima.
a) PREPARO DA RESINA DEAE-SEPHADEX A-50.

Pesou-se 0,l1g de resina em tubo ensaio, que foi
umedecida em 10 ml de NaCl 0,2M por 5 minutos. Para completar o
processo de intumescimento e promover a eliminagdo de bolhas de

ar, a solucdo foi colocada em banho-maria em ebuligdo por 2h,
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fazendo a renovagdao do tampdo a medida que a resina decantava.
- A resina ficou armazenada no tampdo a baixa temperatura até o
uso. Para o empacotamento, a resina foi lavada com tampao fresco

(pH 5,2) para que o equilibrio fosse atingido.
b) PREPARO DA RESINA DEAE-SEPHADEX A-25.

A Resina DEAE-Sephadex A-25 apresenta menor porosidade

que a A-50, mas seu preparo & similar & DEAE-Sephadex A-50.
c) PREPARO DA RESINA DEAE-CELULOSE.

A resina foi tratada com NaOH 0,5N durante 2h e,
posteriormente lavada com agua destilada até a neutralidade. Em
seguida tratada com HCl 0,5N durante 2h e da mesma forma, lavada
com &gua destilada até a neutralidade, o que foi verificado
determinando-se o pH nos liquidos de lavagem. Para O
empacotamento, a resina foi lavada com tampdo acetato (pH 5,2)
até que o equilibrio fosse atingido. A resina permaneceu no

tampdo, a baixa temperatura até seu uso.

d) PROCEDIMENTO PARA ADSORCAO DA ENZIMA E POSTERIOR
DESSORCAO

A enzima foi descongelada, diluida em tampdao e em
seguida centrifugada a 6.000 rpm por 10 min a 4°C (centrifuga
refrigerada SPIN VI da INCIBRAS com controle de temperatura e
rotacdo até 6.000 rpm). O precipitado foi rediluido em tampao e
foi feita a determinacdo da atividade enzimdtica. A adsorcgao da
enzima foi feita utilizando-se a resina equilibrada, numa
proporgdo de 1:1 (v/v) em banho de gelo com agitagdo por 40
minutos. Apdés a adsorgdo fez-se a determinagdo da atividade
enzimitica do sobrenadante para verificar se a enzima foi
totalmente adsorvida. O empacotamento da resina contendo a enzima
adsorvida foi feito em uma coluna cromatografica C10/20 da
Pharmacia, passando em seguida tampéao correspondente a 5 vezes
o volume da coluna. A eluicdo com gradiente salino foi feita como
ilustrado na FIGURA III.1l. .
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fluxo

i)

1 o2 3 4 5

1 - becker con solugao salina de concentragio conhecida
2 - becker con tanpao

3 - bonba peristaltica

4 - coluna cromatografica

§ - espectrofotonetro

FIGURA III.1 - Esquema da montagem utilizada para eluigéao

com gradiente salino.

As amostras foram recolhidas de 2 em 2 ml num coletor
de amostras automdtico com calibrador de tempo Fracsil-100 da
INCIBRAS e fez-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
digital B382 da MICRONAL, UV 280 nm. As amostras que apresentaram
leitura foram misturadas e fez-se a determinacdo da atividade

enzimatica.
e) ESTABILIDADE DA RESINA NOS SAIS (NaCl e CaClz)

Foi adicionado 1 ml de CaCl, em 5 tubos e 1 ml de NaCl
em outros 5, con diferentes concentragodes molar (0,2 ; 0,5 ;
0,75; 1,0 e 2,0) em seguida colocado 1 ml da enzima nesses tubos.
Os tubos foram agitados por 10 min. em banho de gelo e a

atividade enzimatica de cada tubo foi determinada.

f) DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO MINIMA DE NacCl PARA
DESSORGCAO DA ENZIMA

Para determinar a concentragdo minima de cloreto de
sédio para eluigdo da enzima, foi necessirio fazer um balango
de massa no sistema ilustrado pela FIGURA III.2. o
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v

F:=12 |

co - concentracao da solucao salina
T - fluxo no tubo (w¥/N)
¥ - viluwe de tampao

FIGURA III.2 - Esquema do sistema de vaso comunicante
utilizado para formagdo do gradiente salino.

7 Para o sistema ilustrado na FIGURA III.2, tem-se o
seguinte balango global de massa:
Recipiente (1):

d(v,p,)
- - 1P1 I1I. (1)

onde p, = densidade da solucdo salina no recipiente (1)

dv,

_p! IIX. (2)
dt F

Recipiente (2):
d(v,p,) '
F' p, - Fp, = _?;?pl— III. (3)

Onde p, = densidade da solucgdo salina no recipiente (2)

Considerando p, = p, *

dv; =fFl - F III. (4)
dt

Como, em um sistema vaso comunicante com reservatérios
idénticos:

av, _ 4% III.(5)

dt dt
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tem-se:

F/ = III. (6)

|y

O Balango de massa de sal (entra-sai = acimulo) no 2°¢

recipiente fornece:

F _ d(cvy) III.(7)
2

e aplicando-se a equagdo III.(6) em III.(4) tem-se:

- av;
dt

- F = -

F F ~ III.(8)
2 2

Integrando a equagdo III.(g):

O : III.(9)
[ av, = f—-Edt .
2
v, (0) 0
F
V,(t) =V, - (=)t
2 (£) o~ () III. (10)
Onde V, = V,(0)
Ten-se também que:
d(cv;) dav, dc
ke L v. (8% III.(11)
dt cl dt 2 { dt)

Substituindo-se os valores de d(cv,)/dt, dv,/dt e V,,
dados respectivamente pelas equagdes III.(7), III.(g) e III.(io)
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na equag¢do III. (1]) obtém-se:

Fo _ - c(-E _ (Eyp 4C .
SCo = FC= Cl-3) + (v, - (£)6) &2 ITI. (12)
(£y(c, - o
ZC = 2 III.(13)
o wv, - (Ee
2
1 ) F
T, o T v, - ot TIL-(14)
c(t) 1 t 1
= dC = dt III. (15
Ec?(n (C, - Q) [(zﬁ ~t) (1)
F
2V _ 4
1ntCe - €O F III.(16)
(¢, - ¢(0)) A
F

Assim, C(t) & a concentragdao salina na saida do 22

recipiente em fungdo do tempo:

_ _ _Ft _
c(t) = ¢, (1 2V)(c‘, c(0)) III. (17)

o

4. SEPARACAO DAS PARTICULAS DE DEAE-CELULOSE

A resina DEAE-Celulose da Sigma, utilizada neste

trabalho apresenta uma porosidade média, com particulas de
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diversos tamanhos. Para a obtengdo do perfil de concentragao com
o tempo durante a etapa de adsorcdo foi necesséario a utilizagao
de um método gque permitisse a leitura do sobrenadante em
espectrofotédmetro UV 280 nm, sem jnterferéncia das particulas de
resina. Com esse objetivo foi feita a separagdo da resina em
diversos tamanhos. As seguintes peneiras foram escolhidas (TABELA
III.2). |

TABELA III.2 - Descrigdo das peneiras utilizadas para separagao

da DEAE-Celulose em particulas homogéneas.
tyler abertura (mm)
60 0,250
100 0,149
150 0,105
200 0,074

A resina foi colocada sobre a Gltima peneira (tyler 60)
e em seguida lavada com agua (BRAITHWAITE, 1985) possibilitando
a separagdo da mesma em 4 tamanhos diferentes e eliminacdao dos
finos (p6). Apds a separagao, as resinas foram secas em estufa
a 60oC e guardadas em frascos. Com as resinas separadas foi feito
um teste, em batelada, de adsorgdao e dessorgao da enzima

utilizando o seguinte procedimento:

A enzima foi descongelada, diluida em tampdo e foi
feita a determinacdo da atividade enzimatica. Na resina ja
equilibrada em tubos de ensaio fez-se a adsorgdo da enzima
utilizando uma proporgido de 1:1 (v/v) em banho de gelo com
agitagdo por 40 min., apés a adsorgao foi feita a determinagao
da atividade enzimatica do sobrenadante para verificar se a
enzima foi totalmente adsorvida. O sobrenadante foi retirado dos
tubos e adicionado NaCl 0,5M na mesma proporgdo anterior com
agitacgdo por 10 min., em seguida fez-se determinacdo da atividade

enzimdtica em cada tubo.

50



5. DETERMINACAO DO TEMPO PARA ESTABELECIMENTO DO EQUILIBRIO NA
ADSORCAO DA ENZIMA

Foi montado um sistema continuo (FIGURA III.3) onde a
enzima é inicialmente colocada em um reator contendo a resina ja
equilibrada e tampdo. Utilizando uma bomba peristaltica da
INCIBRAS modelo BP-100, a fase solivel & continuamente removida
do reator, passando por um filtro e seguindo para um
espectrofémetro (UV, 280 nm). Na saida do espectrofotémetro foi
conectado um registrador potenciométrico B 292 da MICRONAL que
marcou permanentemente a redugdo da concentragdo de enzima na
fase solivel. O fluxo liquido é continuamente retornado ao reator
e o volume total do sistema permanece constante. O volume morto
foi o menor possivel e igual a 2,5 ml em relagdo ao volume total

(15 ml).

w

cmead

] | =
1 2 3 4

1 - reator con controle de tewperatura (25°C) e agitagdo magnética
2 - bouba peristiltica

3 - espectrofotOnetro (UV = 280 nw)

4 - registrador (velocidade do papel = 9,17 cwh)

FIGURA III.3 - Montagem utilizada para determinagdo do tempo

de equilibrio na adsorgdo da enzima.

Foi colocado 0,005 g da resina DEAE-Celulose (tyler 60)
juntamente com tamp3o acetato 0,2 mM (de forma a completar 15 ml
totais apés a adigdo da enzima) no reator termostatizado (25°C)
com agitacdo magnética e foram calibrados, espectrofotdmetro e
«registradof. Em seguida foi adicionada a enzima (concentragao
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desejada) no instante t=0. No espectrofotdmetro (uv, 280 nm) foi
acompanhada a leitura da absorbancia de minuto em minuto e no
registrador foi obtido um grafico da absorbancia (280 nm) em
fungdo do tempo, podendo ser observado o tempo necessario para
se atingir o equilibrio.

6. CONSTRUCAO DA CURVA DE EQUILIBRIO DE ADSORCAO DA ENZIMA

Foram colocadas 0,005g de resina DEAE-Celulose (tyler
60) equilibrada em varios tubos de ensaio, obtendo um volume
final de 1 ml (resina + tampdo). Em cada tubo foi adicionado
determinada quantidade de UDS totais (30, 40, 50,...,250) e em
seguida o volume foi completado com tampadoc para 10 ml. Os tubos
foram mantidos sob agitagdo a 25°C e quando completado 30 min.
foi feita a leitura de absorbancia (UV 280 nm) da fase solivel
em cada tubo. Para que nido houvesse interferéncia de particulas
da resina na leitura, a amostra foi filtrada utilizando uma
seringa acoplada em um filtro Millipore (e=0,22u) . A partir dos
resultados obtidos foi calculado c'. 0 valor de q também foi

calculado de acordo com a seguinte expressao :

(c, -c*)
0,005 g de resina

III. (18)

g’ =

Com os dados obtidos foi tragado um grafico de q

versus c (isoterma de adsorgéao).
7. DETERMINAGCAO DAS CONSTANTES CINETICAS

O sistema de reatores proposto & matematicamente
descrito por um processo simultaneo de adsorgdo, dessorgao e
reacdo quimica, onde os parametros cinéticos da adsorgao e
dessorcgdo foram determinados através de experimentos em batelada,
de acordo com o modelo proposto por CHASE (1984a), no qual para
a adsorcio, sitios ligantes imobilizados (B) do adsorvente tém
afinidade somente por uma espécie a ser adsorvida (A) onde a

interacgdo pode ser descrita por uma relagédo de equilibrio citada
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anteriormente na equagdo II.(l1) e o processo & descrito

matematicamente pelas equagdes II.(3), II.(4) e IT1.(5).
a) DETERMINAGAO DE k, e q,

Rearranjando a equagdo II. (5) obtém-se:

+ = III. (19)

Portanto, a partir dos resultados obtidos para ceq
foi construido um grafico de 1/q" versus 1/c’, onde a declividade

da reta é k,/q, e a interseg¢dao da reta com o eixo (1/q") é 1/q,,

sendo entdo determinados os valores de k; e q,.
b) DETERMINAQI-\O DAS CONSTANTES k1 E k2

Para a determinacdo das constantes k;, e k, foi
utilizado o método numérico de Runge-Kutta de 42 ordem para
resolucdo da equagdo II.(3) simulando uma curva de adsorgao do
tempo zero até o estabelecimento do equilibrio. Foi dado um valor
inicial para k, (consequentemente k, uma vez que Ky & conhecido)
e através de um método iterativo foi determinado o valor de k, e
k,, impondo o ajuste, pelo método de minimos quadrados, da

solugdo da equagdo II.(3) aos pontos experimentais.
8. DETERHINA(}KO DA DENSIDADE DA RESINA

Primeiramente foi determinada a densidade do tampao
acetato 0,2 mM utilizado nos experimentos. A seguinte técnica foi
empregada: a temperatura foi mantida a 25¢C e utilizando dois
picnémetros diferentes de massa conhecida foi feita a aferigao
dos mesmos com &gua, pesando-os por dquatro vezes. Conhecendo a
densidade da &gua a 25°C, e com a média das massas obtidas foi
determinado o volume dos picnémetros. O mesmo procedimento foi
feito utilizando tampdo acetato 0,2 mM e .com oOs Vvolumes ja
conhecidos foi determinada sua densidade.
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Utilizando o procedimento descrito anteriormente e
agora conhecendo-se os volumes dos picndémetros e a densidade do
tampao acetato, foi pesado 0,01 g de resina em balanga analitica
para cada picnémetro e foi feita afericdo com o tampao,

determinando-se assim a densidade da resina.

9. METODOS ANALITICOS
9.1- DETERMINAGCAO DO CRESCIMENTO CELULAR

0 crescimento celular do microrganismo foi determinado
através da leitura em espectrofotdmetro de absorbancia do caldo
fermentado a 650 nm, utilizando agua destilada para calibragao

do aparelho. Para a conversiao de absorbancia em massa seca

utilizou-se uma curva padrao.

9.2- DETERMINACAO DE AGUCARES PELO METODO DO
DNS (MILLER, 1959)

Reagente DNS

- Misturar:
1416 ml de agua destilada
10,16 g de 3,3 acido dinitosalicilico
19,8 g de hidrdéxido de sddio
- Dissolver a quente e adicionar
7,6 ml de fenol (fundido a 50°C)
8,3 g de metabissulfito de sédio

- Guardar o reagente DNS em frasco protegido de 1luz.
9.2.1- ACUCARES REDUTORES

O método consiste em misturar 1 ml de amostra
convenientemente diluida com 1 ml de reagente DNS e levar em
banho-maria a 100°C por 5 minutos. Resfria-se imediatamente em
banho de gelo e adiciona-se 16 ml de tartarato duplo de sdédio e
potéassio 11,25 g/i. A reacdo de DNS com aglcares redutores produz
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uma coloragcdo que vai de amarelo claro a marrom escuro,
proporcional a concentracdo de agicares redutores contidos na
amostra. Quanto maior a concentragdo de aglicares redutores mais
intensa é a coloragdo marrom. O branco foi feito substituindo a
amostra por 1 ml de &gua destilada e a leitura da absorbancia foi
feita em espectrofotémero a 540 nm. Para conversdo da absorbancia
em aguicares redutores foi necessario construir uma curva padrao
de absorbancia versus concentragdo de acgucares redutores para

cada preparacgdo de reagente.
9.2.2- AGCUCARES TOTAIS

para determinar aglicares totais foi necessario fazer
a conversido da sacarose em agucares redutores. Esta etapa foi
feita por hidrélise &acida, misturando-se 1 ml de amostra com 1
ml de HC1l 2N, seguido de aquecimento em banho-maria a 100¢C por
5 min. Apbs resfriamento, adicionou-se 1 ml de NaOH 2N para
neutralizar a amostra e em seguida determinou-se os agucares
redutores totais pelo método do DNS. A curva padrdo foi feita
graficando-se absorbancia versus aglcares hidrolisados. A
avaliacdo da concentragao de sacarose durante a fermentagao foi
determinada pela diferenga entre agicares totais e aglcares

redutores.
9.2.3- DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica foi determinada medindo-se a
velocidade inicial de produgdo de frutose (dosada pelo método
DNS), gquando a enzima foi colocada em contato com sacarose sob
condi¢des controladas (reator de vidro de 25 ml encamisado,
termostatizado a 30°C e com agitagao magnética) . Na cela de vidro
colocou-se 1,0 ml de tampao atividade (pH 5,2), 8 ml de agua
destilada, 2 ml solugdo de sacarose 600 g/1 e 1 ml de solugao
enzimatica. A partir do momento de adigdo da amostra retirou-se
1 ml da solugdo a cada intervalo de tempo (por exemplo: 1, 3, 7,
10 min.) para dosagem de frutose pelo método do DNS. Foi
construida uma curva padrdo de absorbancia versus tempo e a

atividade foi determinada pela equagéo:
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ATIV. = a.p.d.114 III.(20)

Onde:
ATIV. = atividade (UDS/ml)

a = coef. angular da curva de absorbancia x tempo

B = coef. angular da curva padrao de a¢. redutores

d = diluigdo da amostra no reator (volume total/volume
amostra)

9.3- CURVA PADRAO PARA PROTEINA UTILIZANDO ALBUMINA BOVINA

Esta curva foi construida para correlacionar resultados
de atividade enzimatica (UDS/ml) obtidos, com Vvalores
correspondentes para a concentracdo de albumina bovina dque
serviram de base para calculos deste trabalho. Foram pesadas 0,19
de - albumina bovina que foi diluida em 100 ml (1g/l) com agua
destilada. A partir desta solugdo foram feitas diluigdes
sucessivas e posteriormente leu-se a absorbancia em
espectrofotémetro (UV, 280 nm). Construiu-se um grafico da

concentracdo de albumina (g/l) x absorbancia (UV 280 nm).
9.4- CURVA PADRAO DA ATIVIDADE DE DEXTRANA-SACARASE

Esta curva foi construida para facilitar o trabalho e
determinar a concentragao de dextrana-sacarase com base nos dados
obtidos para concentragao de albumina bovina. Para a construgao
da curva padrao, a partir de uma amostra da enzima, através de
diferentes diluigdes, foram preparadas cotas de diferentes
concentracdes das quais foram determinadas a atividade enzimatica
e a leitura de absorbéncia no espectrofotdémetro (UV 280 nm) . Com
os resultados obtidos foi construido um grafico de ativ.

dextrana-sacarase (UDS/ml) versus absorbancia (UV 280 nm).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho foi dividido em duas etapas principais,
_uma primeira etapa onde foram determinadas as constantes
cinéticas do processo de adsorgdo da enzima por troca idénica,
desenvolvida no Laboratério de Bioengenharia da FEA e uma segunda
etapa de modelagem e simulagdo do reator para produgdo de
dextrana. As simulacdes foram feitas utilizando uma Work Station
(Modelo: Sparc Station 1+) no Microcentro/FEA.

1. OBTENCKO DAS CONSTANTES CINETICAS DO PROCESSO DE ADSORCKO
1.1- ESCOLHA DA RESINA DE TROCA IONICA
a) Determinagdo do ponto isoelétrico da enzima

A enzima foi analisada por eletroforese para
determinacdo do ponto isoelétrico (P.I.). Pela FIGURA 1IV.1
pode-se observar que o P.I. da dextrana-sacarase esta proéximo
ao pH 4,5. Este dado é extremamente relevante pois indica o tipo

de resina que deve ser utilizada no processo de troca idnica.

Desta forma, sabendo-se que o pH de maxima estabilidade
da enzima esti ao redor de 5,2 ou seja, acima’ do ponto
isoelétrico, deve-se utilizar uma resina trocadora de A&anions
(resina anidénica). De acordo com as propriedades destas resinas
escolheu-se a resina DAE-sephadex da Pharmacia para realizar os
primeiros experimentos visto ser indicada para adsorgao de
proteinas com alto peso molecular e apresentar-se na forma de

esferas uniformes.
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FIGURA IV.1 - Determinagdo do P.I. da dextrana-sacarase através

de anadlise eletroforética.

b) Estudo da adsorgdo e dessorgdo da enzima em diferentes

resinas.

Nos experimentos realizados com DEAE-Sephadex A-50 foi
verificado a adsorgao da enzima, porém nao conseguiu-se a
dessorcdo da enzima utilizando gradientes salino (NaCl e CacCl,).
Testou-se entdo DEAE-Sephadex A-25 (menor porosidade que a A-50)
e foi observado que novamente a enzima era adsorvida pela resina,

mas também ndo ocorria a dessorgao.

Pensou-se inicialmente que o gradiente salino aplicado

na eluicdo poderia ter inativado a enzima, de forma que ela nao
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era detectada mesmo tendo sido eluida. Com o objetivo de
verificar a possivel interferéncia na atividade da enzima causada
pelas solugdes de NaCl e cCacCl, utilizadas para dessorgdo, foram
feitos testes de estabilidade da enzima nestas solugdes. Os
resultados est3o apresentados na TABELA IV.1l e conclui-se que
estas solugdes ndo estariam causando perda total da atividade no
tempo decorrido e sim que néao estava ocorrendo dessorgdao. Como
a matriz das resinas DEAE-Sephadex sio a base de dextrana,
provavelmente algum outro tipo de jteracdo, ndo troca iénica,
estaria ocorrendo entre a matriz e a dextrana-sacarase
impossibilitando a dessorgao com gradiente salino. Nota-se, por
outro lado que o CaCl, tem maior efeito na perda de atividade da

enzima, de forma que passou-se a trabalhar com NaCl.

Em seguida testou-se a resina DEAE-Celulose da Sigma,
gue também & uma resina aniénica, com matriz & base de celulose.
Foi feita a adsorgdo e posterior dessorgao com NaCl 1M. As
aliquotas que apresentaram maior leitura de absorbancia (UV
280 nm) foram reunidas e determinou-se a atividade enzimatica,
constatando-se que a enzima foi eluida, conforme pode ser
observado na FIGURA IV.2. As amostras referentes ao pico maior

apresentaram uma atividade de 42% da atividade inicial empregada.

TABELA IV.1 - Estabilidade da dextrana-sacarase éem NaCl e CaCl2

[ NaCl [M] % perda atividade CaCl, [M] $ perda atividade
0,2 2,36 0,2 10
0,5 4,18 0,5 19
0,75 10,86 0,75 22
1 12,08 1 40
2 16,97 2 68 J
_|
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FIGURA IV.2 - Dessorgado da dextrana-sacarase adsorvida em DEAE-

Celulose, utilizando NaCl como eluente.

Os resultados confirmaram que a resina DEAE-Celulose
pode ser utilizada em processos de purificagdo da dextrana-
sacarase (SUZUKI & KOBAYASHI, 1975).

De acordo com a equagdo III.(17) foi feito o calculo
da concentragdo minima de NaCl para que ocorra a dessorgdo da

enzima:
c(t) =c, - (1 Ff)(c -
= C, - - , - €c(0)) III.(17)
2V,
Onde:
C.=1M

-]

F=4,5. 10° m3/h
t = vazdo/volume (saida da amostra) = 0,711 h
V, =30ml =30 . 10% m>

o .
C(0) = 0 (concentracdo de NaCl no tampdo no instante t=0)
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Portanto, Cc(t) = c(0,711) = 0,53 M.

Esta concentragdo salina de 0,53 M sera um parédmetro
importante a ser empregado na operagdao do reator duplo estagio
proposto.

Na prdéxima etapa do trabalho, determinagio do tempo
para estabelecimento do equilibrio na adsorgao, foi necessario
um método que permitisse a 1leitura do sobrenadante em
espectrofotdmetro (UV 280 nm) durante a adsorcgido sem gque houvesse
interferéncia da resina na 1leitura. Devido a presenga de
particulas finas, a resina foi entdo separada em diversas
granulometrias objetivando elimin&-las. Apdés a separagao foi
feito a adsorgdo (100 UDS iniciais) e dessorcdo da enzima nas
resinas separadas e os resultados obtidos estdo mostrados na
TABELA 1IV.2.

TABELA IV.2 - Dessorgdo da dextrana-sacarase nas resinas de

DEAE-Celulose em fungdo da granulometria.

| Tipo de resina |‘ Enzima dessorvida (UDS)I

normal 29+

tyler 60 33
tyler 100 26

ll tyler 150 23
Il tyler 200 20

Conseguiu-se entdo a separagdo das particulas finas,
e na resina com particulas maiores, o processo de adsorgdo e
dessorgdo da enzima apresentou melhor resultado. Passou-se entdo
a utilizar nos préximos experimentos a resina DEAE-Celulose
separada em tyler 60.
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1.2- DETERMINACAO DO TEMPO PARA ALCANCAR O EQUILIBRIO NA
ADSORGAO.

Para determinar o tempo necessdrio para atingir o
equilibrio durante a adsorgdo da enzima, foram feitos
experimentos em reator, utilizando um sistema como ilustrado na
FIGURA III.3, com diferentes concentragdes de enzima (UDS
totais). No instante t=0 a enzima foi adicionada, obtendo-se a
leitura de absorbancia no espectrofotdmeto de minuto em minuto
e o grafico de absorbancia (UV 280 nm) versus tempo no
registrador. Os graficos obtidos tém o mesmo comportamento do
mostrado na FIGURA IV.3, onde o eixo y corresponde a absorbéncia,
uv 280 nm (cada intervalo corresponde a 0,001 de abs.) e o eixo

x ao tempo (cada cm corresponde a 5,88 min.).

Através do grafico (FIGURA 1V.3) obteve-se um tempo
minimo para estabelecimento do equilibrio de 36,6 minutos. Os
outros experimentos foram feitos da mesma forma obtendo-se os
seguintes resultados (TABELA IV.3):

TABELA IV.3 - Tempo para estabelecimento do equilibrio na

‘ adsorgdo da enzima.
Experimento Conc. de enzima Tempo de
(UDS totais) equilibrio (min.)
2 20 29,4
3 30 36,6
4 40 26
Os resultados indicam o tempo médio para

estabelecimento do equilibrio de 30 minutos, o qual foi utilizado
para construgdo da curva de equilibrio e determinagdo de K, e q,.
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1.3~ DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS DA ADSORCAO
a) Curva de equilibrio e constantes Ky, e q

Para a construgdo da curva de equilibrio procedeu-se
como descrito no item III.6. Os resultados estdo apresentados na
TABELA IV.4 e com a curva padrdo de albumina obteve-se a fungao
'[g/1] albumina = 1,876 . (UV) - 0.0136, determinando-se entio C,
e c’. Utilizando a equagdo III.(18) determinou-se q.

TABELA IV.4 - Resultados obtidos para determinagdo da curva de

equilibrio
tubo UDS c, (g/1) Uv' (280 nm)
1 30 0,1485 0,053
2 40 0,2047 0,072
3 70 0,4229 0,144
4 80 0,4082 0,159
5 90 0,5436 0,195
6 100 ‘0,5106 0,203
7 110 0,6652 0,228
8 120 0,6129 0,255
9 130 0,7859 0,299
10 160 0,8566 0,341 I
11 200 1,0707 0,434 "
12 220 1,1778 0,464 "
13 250 1,3384 0,546 "
|-

Na tabela IV.5 sdo apresentados os valores de c' e q*
a partir dos quais foi tragada a isoterma de adsorcdo (FIGURA
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IV.4) e os valores de 1/c’ e 1/q que foram graficados (FIGURA
IV.5) para determinagdo de K; e q,.

TABELA IV.5 - Valores obtidos para c'ed

tubo || q 1/c 1/q" . (10?)
1 00,0858 12,54 11,6550 7,9745
2 0,1215 16,74 8,2305 5,9737
3 00,2565 27,64 3,8986 3,6179
4 0,2847 30,24 3,5125 3,3069
5 0,3522 31,71 2,8393 3,1536
6 0,3672 35,28 2,7233 2,8345
|7 0,4141| 39,78 2,4149 2,5138
r 8 00,4648 40,08 2,1515 2,4950
9 0,5473 47,72 1,8272 2,1441
10 0,6234 46,64 1,6041 2,0956
11 0,8006 | 54,02 1,2491 1,8512
12 00,8569 64,18 1,1670 1,5581
13 1,0107 65,54 00,9894 1,5258
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FIGURA IV.4 - Isoterma de adsorg¢ao.
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FIGURA IV.5 - Grafico de 1/q" em funcdo de 1/c’ para obtencdo de
ky e q.

Conforme equag¢do III. (19):

K .
1 . a , 1 III. (19)

e utilizando o grafico mostrado na FIGURA IV.5 determinou-se
Ky/d, pelo coeficiente angular da reta e 1/q, pelo ponto de
intersegdo da reta com o eixo das ordenadas, obtendo-se entdao:
. equagdo da reta (r%=0,993)

1/q" = 5,8773.10°3.1/c" + 1,1814.10°2
. 1/q, = 1,1814.10°2

q, = 84,65 mg enzima/ml.g resina

- Como havia 10 ml em cada tubo, tem-se:

q, = 8,465 . 10"' mg enzima/mg resina

- Densidade da resina = 0,614 g/cm®

q, = 519,751 g.1!
.- K,/q, = 5,8773.10°3

K, = 4,975 . 10" g.1"
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b) Constantes cinéticas k, e Kk,

Para a determinagdo de k, e k, foi elaborado um
programa computacional empregando o método de Runge-Kutta de 42
ordem (Anexo A) para resolugdo da equagdo II.(3) descrita a

seguir:

%% = kic(g,~q) - k,q II.(3)

Estimando-se k, e consequentemente Xk,, pois k, é
conhecido, os valores das constantes puderam ser determinados por
método iterativo sendo feita comparagdo por minimos quadrados da
curva obtida com a curva experimental. O melhor ajuste entre as

curvas est& apresentado na (FIGURA IV.6).

0.95+
0.9
0.85+
0.8

C/Co

0.751 a)
0.7
0.65-
0.6 A

0.55

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

A Experimental —— Calculado

FIGURA IV.6 - Resolucdo numérica de melhor ajuste aos resultados

experimentais para determinacdo de k,; e K,.

Com desvio da ordem de 4,664.10'3 obteve-se:
, = 1,185 . 107 ml.mg'.seq”! = 426,6 1.g7"-h"’
k, = 5,895 . 10Z seg' = 212,22 h'\.

=
I
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E importante ressaltar que os valores encontrados para
as constantes cinéticas de adsorgdo da -enzima somente sao
aplicaveis nas mesmas condigbes que foram medidos, valores
diferentes desses parametros podem ser obtidos em estudos de
adsorgido da mesma enzima em outras solugdes. Os valores podem ser
alterados devido a diferencas nas propriedades fisicas da solugao
(temperatura, pH, forga iénica) ou pela presenga de outros

componentes na solugao interferindo na ligacgao.
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2. MODELAGEM E SIMULACAO DO REATOR DUPLO ESTAGIO PARA PRODUGAO
DE DEXTRANA

2.1- DESCRIGCAO DO SISTEMA DE REATORES

sacarose em 3
tanpgo pra ;gg“
dessorgao adsorgdo

L
ESTAG10 DE DESSORGAO ESTAGIO DE ADSORQﬁO

Ay
E REAGAD ENZIMATICA (D) ECICLO DE RESTHG DA ENZINA (ID)
FILTRO

}

produto + tampdo

FIGURA IV.7 - Sistema duplo estigio para produgdo de dextrana com

reciclo da enzima.

De acordo com O esguema mostrado na figura acima,
inicialmente enzima & fornecida ao sistema. A alimentacgao
(sacarose + tampdo) ocorre no estagio (I) onde ha dessorgdo da
enzima ligada & resina pelo uso do tampdo conveniente e reagao
enzimatica (s + E - P), com produgdo de dextrana. Todos ©OS
compostos presentes no estagio (I), inclusive a enzima, séao
reciclados continuamente ao estagio (II) onde a enzima, en
condigdes favoraveis é adsorvida pela resina néo permitindo assim
que ela seja eliminada e juntamente a outros compostos retorna
ao estagio (I), enquanto isso, produto isento de enzima &
removido continuamente através do filtro presente no estagio

(IT). Ambos oOs estigios sdo considerados perfeitamente agitados.
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2.2- MODELAGEM DO REATOR

O sistema foi matematicamente descrito por um processo
simultaneo de adsorgdo, dessorgdo e reagdo enzimdtica com um
balango de massa, onde os parametros cinéticos da adsorgdo foram
estimados em experimentos batelada. Como uma primeira aproximagao
assumiu-se gque os dois reatores sao perfeitamente agitados
(PUNGOR et al, 1987). O processo de adsorgdo foi con51derado como
uma reacgdo reversivel de segunda ordem enquanto o processo de
dessorgdo foi modelado como uma reagdo irreversivel de primeira
ordem (CHASE, 1984b):

adsorgao
kl
A+ B = AB
k;
dessorgao
AB - A+ B

ks

Onde A, B e AB sdo a enzima a ser adsorvida, o
adsorvente e o complexo enzima-adsorvente, respectivamente. As
constantes (k,, k, e k) representam nao somente a cinética de
adsorcgado e ‘dessor¢do intrinseca, mas incluem também resisténcia
a transferen01a de massa externa e interna. Assim, estes efeitos
estao agregados num Gnico coeficiente que pode ser determinado
experimentalmente (CHASE, 1984a). No caso de proteinas com alto
peso molecular, estas sdo adsorvidas principalmente nos sitios
localizados na, ou proéximo a superficie do adsorvente. Dessa
forma as moléculas fixadas nestes sitios blogqueiam o caminho para
a difusdo dentro do adsorvente (HARSA et al, 1990) e a
resisténcia a difusdo no liquido pode ser significativa dentro
de uma coluna, mas ndo em um sistema de tanque agitado, devido
A agitagdo (COWAN & GOSLING, 1987). Algum efeito térmico
associado a adsorcdo, dessorgdo e reagao enzimatica também é
desprezado, sendo o processo conduzido sob condigdes isotérmicas
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d temperatura de 25¢C.

Com relagdo a dessorgdo, os resultados indicam que a
dessorgdo da proteina & muito mais rdpida que a adsorgdo, sendo
descrita como instantdnea e completa (AFEYAN et al, 1989). Foi
verificado que o valor do parametro cinético k; ndo exerce forte
influéncia nas simulag¢des do sistema, podendo assumir valores da

ordem de 103 h™' (RODRIGUES et al, 1992).

Portanto a taxa de transferéncia de massa para a fase
imobilizada, no processo de adsorgdo e dessor¢ao, é

respectivamente:
d
SE = keclag, - @ - kg II.(3)
dg
_ = - IV. (1
dt ka (1)

A cinética da dextrana-sacarase tem sido geralmente
descrita pelo modelo de Michaelis-Menten. O valor de Eﬁ = 5,12
g/l encontrado por MARTINEZ-ESPINDOLA & LOPES-MUNGUIA (1985) foi
utilizado, ja& que as condigdes de obtengdao foram as mesmas deste
trabalho. Dessa forma a taxa de transformagdo da sacarose, de
acordo com o modeloc de Michaelis-Menten, & dada pela equagao
IV.(2).

das = -V S IV.(2)
dt "X K, + S

onde:
Viax = K [c] IV.(3)

0 valor de K (h'') foi obtido 3 partir da curva padréao
de albumina bovina, concentragdo {conc.] (g/l) versus absorbéancia
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[abs.] (280 nm) e de dextrana-sacarase, atividade [ativ.]
(UDS/ml) versus abs. (280 nm) (FIGURA 1IV.8), obtendo-se uma
relacdo direta da atividade de dextrana-sacarase [ativ. dextrana-

sac.] (UDS/ml) e concentragdo de albumina bovina [conc. alb.]
(g/1):

Conc. alb.(mg/ml) = 1,8402 x Abs(280 nm) (r® = 0,9990)
Ativ. dextrana-sac. (UDS/ml) = 344,0846xAbs (280 nm) (r2==0,9922)

Portanto:
Ativ. dextrana-sac.(UDS/ml) = 186,98 x Conc. alb.(mg/ml)

(o) valor>de K & dado em: UDS/ml x ml/mg

Tendo-se que a unidade de dextrana-sacarase (UDS)
converte 1 mg de sacarose por hora (HEHRE, 1955) obtém-se:

K » mg/(h.ml) x ml/mg - h’’

K = 186,98 h''.

0.9
0.81
0.71
0.6
0.5
0.4
0.31

0.21

Concentracao de albumina [ g/l ]

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Abs (280 nm)

FIGURA IV.8.a - Curva padrdo de albumina bovina (g/1)
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Atividade dextrana-sacarase (UDS/ml)

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Abs(280 nm)

FIGURA IV.8.b - Curva padrdo da atividade de dextrana-sacarase
(UDS/m1)

Considerando-se que durante o processo para produgao
de dextrana ha uma perda na atividade da enzima, foi calculado
o tempo de meia vida (t,,) da enzima a temperatura de operagao
(25°C) de acordo com dados obtidos em trabalho realizado por
RIBEIRO & MAUGERI para verificar a influéncia da temperatura na
atividade da enzima. De acordo com equagdo IV.(4) descrita a
seguir, calculou-se KD, constante ou velocidade especifica de
inativag¢do térmica (min.”") e em seguida utilizando-se a equagao

IV.(5) foi calculado o tempo de meia vida.

In KD = 266,29 - 83959,29 %% IV. (4)

Onde: T = temperatura (°K),
Para T = 25°C - KD = 1,167 . 10> h™
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In ( =— = - KD t IV. (5)

Onde: A = atividade enzimatica no tempo t,
A, = atividade enzimatica inicial,

Para o t,, , A = A /2 portanto:

tr)s = - IL(K%/Q IV. (6)

t 59395 h = 2000 dias.

172 =

Conclui-se que a temperatura de 25°C ndo exerce
influéncia significativa na perda de atividade da dextrana-

sacarase, portanto a enzima apresenta 6tima estabilidade.

Levando em conta as consideragdes feitas e de acordo
com as equagdes II.(3), IV.(1) e IV.(2), foi feito o balango de
massa no estado transiente para os estégios I (dessorgdo e reagdo
enzimatica) e II (adsorgdo) do reator proposto (FIGURA 1IV.9).

FIGURA IV.9 - Reator indicando os fluxos.

Obteve-se entdo 6 equagdes para a modelagem do
sistema, das quais 4 sdo para a enzima: 2 em fase liquida (c),
2 em fase sbdlida (q) e 2 sdo para o substrato (S). Rearranjando
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e fazendo-se:

v, v, F, F,
T = — T = — ‘I’ = — ‘Y = —
! Fl 2 Fl Fl FZ
obtem-se:
dc,  ve(c, - ¢) ¢, k;q, (1-€)
dec T, T, e
dql ‘ve(qz q]_) ql
= - - Kq
dt T, T,
s, _ ve(s, - S) (S, = S)) ViaxSh
dt T, T, K, + 5
dc, ye(c,-c,) (c,-¢)) ¢ (1-€)
= - kqg,-k,c,(g,-q,))
d z, + T, Y1'2+( 2@~ X1 (A~ P
dg yel(q, - q,) q
a& T 5w ¢ el @) k)
ds, _ ve(s, - 5,) (5, - 5) 5 VoaxSs
dt T, T, - Y%, Km + 5,
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c, = conc. de enzima livre no estagio (I) - (g.1")
c, = conc. de enzima livre no estagio (II) (g.17Y)
g, = conc. de enzima adsorvida no estagio (I) (g.1" res.)
g, = conc. de enzima adsorvida no estagio (II) (g.1" res.)
q, = capacidade maxima de adsorgado da resina (g.1" res.)
S, = concentragado de substrato no estagio (I) (g.1")
S, = concentragdo de substrato no estagio (II) (g.14)
S, = conc. de substrato na alimentagdo do estagio (I) (g.l*)
k, = constante cinética da enzima na adsorcgédo (1.g'.n™")
k, = constante cinética da enzima na adsorcgao (h”)
k; = constante cinética da enzima na dessorgao (h'")
K, = constante de Michaelis-Menten (g.17")
Vv, = velocidade maxima que a reagdo pode atingir (g.1'.n")

O sistema de equacdes apresentado foi numericamente
integrado utilizando o método de Runge-Kutta de 42 ordem (Anexo
B), onde se encontra também o desenvolvimento completo das

equagdes do balango de massa. As condigdes iniciais para t=0

foram:

c, = C,;
q1_0;
S, = S,;
c, = 0;
q, = 0 e
S, =0

2.3- SIMULACAO DA PRODUGAO DE DEXTRANA

Esta etapa foi realizada visando um estudo do
comportamento geral do sistema proposto. Foram feitas algumas
simulacdes iniciais para testar o modelo matematico descrito e
especificar as variaveis operacionais. Em sequida foram feitas
16 simulacdes perturbando o sistema dentro de limites exequiveis
e foi feita uma analise dos resultados obtidos, buscando
correlacdes entre as varidveis, tendo em vista um futuro trabalho
para otimizagdo do processo de forma a alcangar valores 6timos
de produtividade e rendimento.
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2.3.1- DESCRIGAO DAS VARIAVEIS

De acordo com resultados obtidos nas simulacgdes
iniciais e em trabalho publicado (RODRIGUES, 1993) as variaveis
operacionais do processo sdo: concentragdo inicial de enzima
(Co), concentracdo de substrato na alimentag¢do do estagio I (S,)
vazao de alimentagdo no estagio I (F,), vazdo de tampdo no
estagio II (F,), vazdo de reciclo (F.) e porosidade do leito (€).
As simulagdes foram feitas com mudan¢as nestas variaveis dentro
das limitagdes operacionais, o volume do reator foi mantido
constante (1 litro) e as vazdes F,, F,, e F foram englobadas em
um parametro adimensional ¢ = F./(F,+F,) . De acordo com a TABELA
IV.6, na simulagdo 1 tem-se: $=0,05; €=0,5; C=0,3 g/l ; S =25

g/l, e assim por diante para as demais simulacgdes.
2.3.2- ANALISE DAS SIMULACOES

Os resultados das simula¢des descritas na TABELA IV.6
estdo apresentados no Anexo C, assumindo comportamento semelhante
ao obtido na simulagdo 1 mostrado na FIGURA IV.10. Conforma pode
ser observado nas FIGURAS C.1 a C.36 tem-se um sistema transiente
que apdés uma fase inicial, de aproximadamente 30 horas, atinge
uma fase denominada pseudo-estaciondria. O estado estacionario
pleno nao ocorre devido a perda de enzima durante o processo, O
que pode ser observado na FIGURA IV.10.c, existindo uma perda
pratiéamente linear da enzima com o tempo de operagdo, assim como

um acréscimo continuo da fragdo de substrato ndo convertido
(s,/8,) -
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TABELA IV.6 - Condig¢des dos parametros ¢, €, C, (g/1)

S, (g/1) usados nas 16 simulagdes.

“ EXP. $ € C, S,

1 0,05 0,5 0,3 25

2 0,1 0,5 0,3 50 |
|| 3 0,15 0,5 0,3 100 “
|| 4 0,2 0,6 0,6 150
“ 5 0,05 0,6 0,6 25

6 0,1 0,6 0,6 50

7 0,15 0,6 0,6 100

8 0,2 0,6 0,6 150

9 0,05 0,7 1,338 25

10 0,1 0,7 1,338 50

11 0,15 0,7 1,338 100

12 0,2 0,7 1,338 150

13 0,05 0,8 2,0 25
“ 14 0,1 0,8 2,0 50
“ 15 0,15 0,8 2,0 100
|| 16 0,2 0,8 2,0 150
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(b)

O 10 20 S0 40 850 € 70 80 80 100

Tempo (h)
—C —4— (2 — Q1 — Q2 _— S — 82
(c)
1 0.4
0.971 0.3
a 0.941 Mg
o
0.911 HO. 4
0.88 — =25 S0 40 50 60 70 80 80 108

Tempo (h)

= CT/Co — S2/So

FIGURA IV.10 - Resultados obtidos na simulagdo 1. (a) Perfil das
concentracgdes de enzima livre e enzima adsorvida nos estagios I
e II. (b) Perfil da concentragdo de substrato nos estidgios I e
II. (c) Perfil da concentragdo de enzima no sistema e de
substrato no II estigio. (C=0,3 g/1, S =25 g/l, €=0,5 e $=0,05).
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Para uma andlise da influéncia de C,, S,, € e ¢ na
concentragdo de enzima (CT/C,) presente nos reatores e de
substrato nao convertido (S,/S,) foram feitos, de acordo com os
resultados obtidos nas simulagdes, os graficos mostrados nas
FIGURAS IV.11 e IV.12 (escala arbitraria para os valores de C)).

C, (g/1)
0.3 0.6 1.338 2.0

OQQF - | i
~al—
Fi=0,05 So=25
—=—
Fi=0,1 So=50
Fi=0,15 So=100
Fi=0,2 So=150

CT/Co

Epsilon

FIGURA IV.1ll.a - Gréafico de CT/C, apés atingir estado pseudo-
estacionario (30 h) em fungdo de € e C, (g/1).

C, (&/1)
0.3 0.6 1.338 2.0
0.44 4 s

=
Fi=0,05 So=25
-
Fi=0,1 So=50
——
Fi=0,15 So=100

(o] —

g Fi=0,2 So=150

172}

Epsilon

FIGURA IV.1l1l.b. - Grafico de S,/S, apés atingir estado pseudo-
estacionario (30 h) em funcdo de € e c, (9g/1).
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‘ Os graficos mostrados nas FIGURAS IV.1ll.a e IV.11l.b
apresenf.:am O mesmo valor de S e $ para cada curva. Nota-se que
o aumento de € (diminuigdo da quantidade de resina) e C, &
prejudicial & retencdo de enzima (FIGURA IV.11l.a) e benéfica em
relacdo a fragdo de substrato ndo convertida (FIGURA IV.1l1l.Db).
Por outro lado, o aumento de ¢ e 5, & benéfico em ambos os casos.
Portanto, pode-se inferir que mantendo um ¢ relativamente alto
pode-se trabalhar com teores de sb6lidos ndo muito elevados, o que
é recomendavel para uma melhor hidrodindmica do sistema. C_, deve
ser preferencialmente alto para evitar perda de substrato. A
varidvel S, ndo parece ter grande influéncia desde que os outros

parametros sejam bem dimensionados.

5o (8/1)

25

0.99

—a—

E=0,5 Co=0,3
-

E=0,6 Co=0,6
e

E=0,7 Co=1,338
—-—

E=0,8 Co=2,0

0.971

0.95-

CT/Co

0.934

0.91 o 0.15 0.2
Fi=Fr/(F1+F2)

FIGURA IV.12.a - Grafico de CT/C, apds atingir estado pseudo-
estaciondrio (30 h) em fungdo de ¢ e 5, (g/1).
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S, (8/1)

25 50 100 150
0.4 L 4
4 -
M | E=0,5 Co=0,3
—f
0.3 E=0,6 Co=0,6
—ie—
q E=0,7 Co=1,338
-
0.2 E=0,8 Co=2,0

S2/So

o+ -
0.05 0.1 0.15 0.2

Fi=Fr/(F1+F2)

FIGURA IV.12.b - Gréafico de S,/S, apbs atingir estado pseudo-
estacionirio (30 h) em fungdo de ¢ e S, (g/1).
Os graficos mostrados nas FIGURAS 1IV.12.a e 1IV.12.b
(escala arbitraria para os valores de S ) apresentam o mesmo
valor de C, e € para cada curva. A andlise destas figuras vém
confirmar o que foi dito no pardgrafo anterior a respeito dos
efeitos das variaveis €, ¢, C, e S, no comportamento geral do

sistema.

Verifica~-se por outro lado, que a perda de enzima e de
substrato no efluente varia aproximadamente de forma linear com
o tempo (FIGURA IV.10.c). Assim pode-se representar as perdas da

seguinte forma:

%’ = - Kt +1 IV. (14)

o
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= K_t IV. (15)

fé = K t IV. (16)
S

Portanto as constantes K e K, podem ser interpretadas
como as constantes que se relacionam com as perdas de enzima e
substrato respectivamente, e guanto maior os seus valores,
maiores serdo as perdas. Desta forma, seria interessante conhecer
os parametros que influenciam estas constantes e tentar

equaciona-los.

Os valores de K. e K obtidos nas simulagdes estéo
apresentados nas TABELAS IV.7 e IV.8.

Verifica-se que o menor valor obtido para K. foi na
simulacdo 4 e o maior valor na simulagdo 13, observando-se ainda
que os valores apresentam certa tendéncia, diminuindo a medida
gque ¢ e S, aumentam e aumentando & medida que € e C, aumentam.
Esta tendéncia pode ser notada claramente nas FIGURAS IV.1l3.a
e IV.13.b onde estdo mostrados respectivamente, os graficos dos

valores de K. em fungao de € e C, (g/1) e de K, em fungdo de ¢
e s, (g/1).
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TABELA IV.7 - Valores obtidos para K..

K, x 10° (h™) r? (coef. correl.) 7
2 0,848 0,9999 “
3 0,573 0,9999
4 0,399 0,9998
5 1,46 0,9997
6 1,03 0,9998
7 0,7 00,9999
8 0,48 0,9997
9 1,89 0,9994
10 1,33 0,9997 I
11 0,91 00,9998
12 0,63 0,9997
13 2,69 00,9986
14 1,91 00,9995
15 1,31 00,9997 H
16 0,92 00,9997 “

85



Co (8/1)

0.3 ,
0.003 ©.% 1.338 2.0
i
0.0025- . | Fi=0.05 So=25
——
Fi=0.1 So=50
0.002+ ——
~ L | Fi=0.15 s0=100
! -
e
1_), 0.0015- Fi=0.2 So=150
¥ 4 3
0.0014
g
0.00057
0.5 0.6 07 "
Epsilon

3.a - Grafico dos valores de K,  em fungdo de € e

C, (escala arbitraria - g/1).

FIGURA IV.1

So (g/1)

25
0.0034 59 10,0 150

0.05 0.1 0.15 02
Fi=Fr/(F1+F2)

FIGURA Iv.13.b - Grafico dos valores de K.  em fungdo de ¢ e

s, (escala arbitraria - g/1).

De acordo com as FIGURAS IV.13.a e IV.13.b percebe-se

ue a perda de enzima é& inversamente proporcional a taxa de

d
=F./(F, + F,)) e diretamente

reciclo no sistema (representada por ¢

proporcional 34 € (porosidade) que indica o volume de resina
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presente no reator.

TABELA IV.8 - Valores obtidos para K.

K, x 10° (h™) r2 (coef. correl.)
1 8,95 00,9999
2 10,2 0,9985 |
3 6,12 00,9989
4 5,15 0,9987
5 2,52 00,9999
1 6 12,7 00,9999
7 17,6 0,9999 |
8 14,2 0,9992
9 27,7 00,9997
10 2,78 0,9998
11 5,67 00,9994
12 1,98 00,9999
13 18,1 00,9990
14 1,67 0,9996
15 2,09 00,9997
16 0,719 00,9999

Na TABELA IV.8 pode ser visto que o menor valor obtido
para K, foi na simulagdo 16 e o maior valor na simulagdo 9. No
entanto, as FIGURAS IV.l14.a e IV.14.b mostram que os valores
de K, ndo apresentam uma tendéncia 1l1l6gica nitida como a
encontrada para K. Nota-se que a taxa de reciclo (representada
por $=F_/(F, + F,)) exerce maior influéncia na perda de substrato
e que ha uma certa tendéncia & diminuigdo de K, com o aumento de
€ e C,, embora este efeito deva-se muito mais ao aumento de C, do

que ao de €. -
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C, (8/1)

0.3 0.6 1.338 2.0
0.0003 4 A
—a—
Fi=0.05 So=25
0.00025 -
Fi=0.1 So=50
——
0.0002 Fi=0.15 So=100
peany —
: i=0.2 So=150
£ 0.000151 Fi=0.2
()]
¥
0.00015
y
b
SE-05
o : ' i
0.5 0.6 0.7 0.8

Epsilon

FIGURA IV.14.a - Grafico dos valores de K, em fungdo de € e
C, (escala arbitraria - g/1l)

S, (8/1)
25 50 100
0.0003 ! i 150
7 E=05 Co=03
0.000254 -
E=06 Co=06
0.0002- E=0.7 Co=1.338
- —-—
1
£ 0000151 E=0.8 Co=20
(2}
4
0.0001-
y
5E-054 N
R —
0 r y !
0.05 0.1 0.15 0.2

Fi=Fr/(F1+F2)

FIGURA IV.14.b - Grafico dos valores de K, em funcdo de ¢ e

S, (escala arbitraria - g/l1).

Com o objetivo de encontrar correlagdes das variaveis
operacionais para otimizagdao do processo, estas foram reunidas
em dois grupos adimensionais, um caracterizando o sistema
hidrodinidmico e outro relacionando as constantes cinéticas da

enzima, a concentragdo de alimentagédo e a velocidade de perda da
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enzima.

Para a caracterizacdo hidrodinamica do sistema definiu-
se a relacdo entre o tempo de residéncia hidradulico e o tempo de
residéncia de sélidos em cada reator expressos pelas equagdes
IV.17 e IV.19 a seguir:

= Tempo de residencia dos solidos em cada reator

TS
1, = Tempo de residencia hidraulico
(1-€)
S 7SN G S 1v. (16)
s F, (1-€) F_(1-e)
Vi
T = — 1 IV. (17
s Fe(l-€) (173
|4
t, = 1 . Vi IV. (18)
F, + Fe F, + F, + Fie
T, = V(— + 1 IV. (19)

F, + F.e F, + F, + Fe

Onde:
F_ = Vazdo de reciclo (g.17")
F, = Vazéao de alimentacdo no estéagio (I) (g.17")
F, = Vazéo do tampdo para adsorgao no estagio (II) (g.l”)
V, = Volume total de cada reator (V, = V, + V) (1)
V, = Volume de liquido em cada reator (1)
vV, = Volume de sbélidos em cada reator (1)
€ = Porosidade

Obtendo-se entao:
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< _ s (F, + F,e) (F, + F, + F.€)
s/h = "t " Fe (1 - €) (F, + 2F, + 2F,€)

IV. (20)

Para achar uma correlagdo de K.  (taxa de perda da
enzima) em fungdo de € e dos adimensionais 71, e C,/K,, seus
valores foram graficados de diferentes formas. A que melhor
correlagdao forneceu estad representada na FIGURA IV.15.

55

_6-
™ 65
o
<
W 7
«
3
X
€ 75

81 A

85 15 2 25 3 35 4
In(Ts/h*€*(Co/Kd) ~ 0,09)

FIGURA IV.15 - Grafico de 1ln(K_.e"3) versus
In(t,,.€. (C,/Ky) %%y .

Com um coeficiente de correlagao linear igual a 0,9057
tem-se entao:

C 0,075
K. =1,6768.107%,1,,°08% %%, (7(9-) IV.(21)
d

A equacdo IV.(21) é Gtil para critérios de otimizacgéo,
pois ela permite minimizar K, para diversas situagdes de
processo. Uma andlise desta equagdo objetivando uma menor perda
de enzima indica os fatores que contribuem para o decréscimo de
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K.: diminuigdo de € (porosidade), o que acarreta uma maior
gquantidade de resina no processo, e diminuigdo da relagao entre
os tempos de residéncia (tyh) gque pode ser alcangada com uma
diminuicdo do tempo de residéncia dos sélidos (aumento de F.) ou
por um aumento no tempo de residéncia hidrdulico (diminuigéo de
F, e/ou F,).

Por outro lado, considerando a perda de substrato (S,)
no efluente, & desejavel que esta seja igualmente minima. Isto
pode ser conseguido com uma conduta apropriada em termos de
escolha das variaveis de operagdo, que devera implicar na maxima
transformacdo do substrato e minima perda de enzima, pois a perda
de enzima significa automaticamente em perda de substrato. Assim
sendo, S, e K.  devem ser minimos para que se obtenha o maximo do

processo.

Para a caracterizacido do sistema relacionando as
constantes cinéticas da enzima, a concentragdo de substrato na
-alimentacdo e a velocidade de perda da enzima definiu-se segundo

a equagdo IV.(22) o numero adimensional X.

2
X = ;EQJEL. IV.(22)
Vmax SO
Onde:

K, = constante de Michaelis-Menten (g/1)

Vax = K C, = velocidade médxima que a reagdo pode atingir (g/l.h)
S, = conc. de substrato na alimentagdo do estagio (I) (g/1)

K, = taxa da perda de enzima com o tempo (h™")

Assim como foi determinada uma correlagdo para K_, para
achar uma correlagdo de K, (taxa de perda de substrato) em fungao
do adimensional X, namero que relaciona as constantes cinéticas
da enzima, a concentragdo de substrato na alimentagdo e a taxa
de perda da enzima, foram graficados os valores de K, contra X,

em diferentes formas. A que melhor correlagdo forneceu esta
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representada na FIGURA IV.(16).

-3.21

-3.47

-3.61

-3.81

In(Ks ~ 0,1*Epsilon*Fi~ 0,9)

-4.2
A

7 8 9 10 11 12 13 14
-n((Kc*Km ~ 2)/(Vmax*So))

4.4

FIGURA IV.16 - Grafico de 1In(K''.e.$%?) versus -1n(X)

Com um coeficiente de correlagdo igual a 0,9695 tem-se
entdo 3 partir da FIGURA IV.(16):

-28 V S 2,7
= 3,79308-1.0 ( max 20) IV.(23)
e’ ¢ K. K,

Observa-se através dos graficos apresentados nas
FIGURAS IV.11 a IV.14 e das equagdes IV.(21) e IV.(23) que o
aumento de ¢=F_ /(F, + F,) & favoravel a retengdo de enzima e
conversio de substrato no sistema. Por outro lado um aumento de
€ & prejudicial i retengdo de enzima e favoravel a conversao de

substrato.

Para verificar a validade das correlagdes obtidas para
K. e K (equagdes IV.21 e IV.23) foi feita uma comparagdo entre
os perfis de concentragdao de enzima (CT/Co) e substrato no
efluente (S2/So), calculados a partir destas correlagdes, com 0S
perfis obtidos nas simulagdes para algumas situagdes,
apresentadas nas FIGURAS IV.17 a IV.20. S
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1 0.4
0.971
0.3681
Q 0.941
0.30921
0.811
0.88; 0.388+ _
0.857 0.384-
0 10 20 30 40 50 60 70 80 80 100 0.38 v — v , v v
Tempo (h) 3 40 B8 80 70 80 80 100
Tempo (h)
— CT/Co(simul) — CT/Co(calc.) , I:.. S2/Soteimid) — “mu
FIGURA 1IV.17 - Comparagdo entre os resultados obtidos na

simulagdo 1: C=0,3 g/l, S,;=25 g/1l, €=0,5 e $=0,05.

1'1 0.214
088 0211
& 0.861
= g 0.208-
O 0941
0.621 0.2051
08570 20 30 40 50 60 70 80 60 100 00 4w & & 7 6 6 100
Tempo (h) Tempo (h)
— CT/Co (simul.) — CT/Co (calc.) —— S2/So (simul.) —— S2/So (caic.)
FIGURA IV.18 - Comparagdo entre os resultados obtidos na

simulagdo 2: C=0,3 -g/l, S,=50 g/l, €=0,5 e $=0,1.
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gou g 0.07-

” L

0% T 2 % 4 8 6 70 8 % 10 % @ % e T & % 10
Tempo (h) Tempo (h)
— CT/Co (simul) —— CT/Co (caic.) - 82/80 (simul) —— S2/So (calc.)
FIGURA 1IV.19 - Comparagdo entre os resultados obtidos na

simulacdo 6: c,=0,6 g/1, S =50 g/1, €=0,6 e $=0,1.

s 0.0106

0.971 0.008-
8 0.9¢ g am-//
5 081 0.008+

0.881 0.0046 1

0% % % % & B 6 70 8 % 10 e ®© % & 7 8 80 10

Tempo (h) Tempo (h)
—— CT/Co (simul.) — CT/Co (csic.) — $2/S0 (slmul.) —— S2/So (calc.)
FIGURA IV.20 - Comparagdo entre os resultados obtidos na

simulagdo 15: C=2,0 g/1, S=100 g/1, €=0,8 e $=0,15.
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Pode-se verificar que os perfis obtidos através das
correlagdes de K. e K, se aproximam dos obtidos nas simulacgdes,
embora exista algum desvio. Observa-se due através das
correlagdes encontradas prevé-se uma maior perda de enzima e uma
menor perda de substrato no efluente do que o previsto pelas

simulagodes.

Acredita-se que as correlagoles obtidas possam ser Gteis

como instrumento para otimizagdo do processo.
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V.CONCLUSOES

- Os resultados obtidos na parte experimental confirmam
que a relagdo de equilibrio descrita pela equagao II.(1) pode ser
usada para descrever O processo de adsorgao em cromatografia por

troca iénica.

- Constatou-se a possibilidade de reciclo da enzima,
existindo no entanto uma perda continua da mesma nao permitindo
o sistema atingir um estado estacionario pleno, e sim, apds uma
fase inicial de aproximadamente 30 h atingir uma fase denominada
pseudo-estacionaria. Em decorréncia dessa perda de enzima ha
também uma perda crescente de substrato no efluente. Desta forma,
para viabilizar o processo torna-se necessario minimizar essas
perdas. Com esse intuito foram definidas as constantes K _ e K
relacionadas com as perdas de enzima e substrato respectivamente,
para as quais chegou-se a correlacgdes em fungdo das variaveis do

processo, que podem ser aplicadas em estudos de, otimizacgao.

- Verificou-se que dentro dos limites operacionais do
processo existem variaveis que contribuem para minimizar essas
perdas: pela equagdo IV. (21), a diminuigdo da relagao entre os
tempos de residéncia (tg,), due pode ser alcangada com uma
diminuigdo no tempo de residéncia dos sélidos (aumento de F.) ou
por um aumento no tempo de residéncia hidraulico (diminuigdo de
F, e/ou F, e pela equagédo IV.(23), © aumento de cID=F|_/(F1+F2) que
também pode ser conseguido da mesma forma anterior.

- O processo indicado para produgcdao de dextrana,
baseado no processo CARE (Continuous Affinity-Recycle Extraction)
proporciona uma opgao atrativa oferecendo uma alternativa aos
processos convencionais. Pelas suas proprias caracteristicas este
processo tem potencialidade para ser aplicado na obtengado de
outros produtos onde a imobilizacdo e/ou recuperagado da enzima

seja tecnicamente ou economicamente inviavel.
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VI. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

- Aplicagdao de um planejamento experimental melhorado, por
exemplo um planejamento experimental fatorial, para a execugao
das simulagdes, sendo feito posteriormente um refinamento das

correlagdes para K, e K..

- Estudo de otimizagdo do processo.

- Montar o sistema proposto a nivel de laboratério.

- Aplicagdo deste sistema duplo estédgio para outros casos onde
a imobilizagdo da enzima seja inviédvel tecnicamente e/ou

economicamente, tais como: hidrdlise de celulose e hidrdlise de

pectina.
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FLUXOGRAMA DO PROGRAMA PARA DETERMINACAO DAS CONSTANTES
CINETICAS K, E K, .

Valores encontrados para Ky e q.:
4 = 4,975.10"' g enzima/1l = K,/K,
519,751 g de enzima/1l

50%
it

Com relagdo ao processo de adsorgdo, para a enzima
adsorvida tem-se a equagdo II.(3) descrita a seguir:

d
=2 = kelg, - @ - kg A. (1)

Com relagdo as unidades tem-se:

(C, =€) [mg/ml)

m 1 = 10 ml A. (2
q[ g/m res.] Vres. [mlres.] ( )
(c, - o)
glmg/ml, .1 = 10.—-;—— A. (3)
res.
dg _ -10 dc
dt  Vv___ dt A.(4)

res
E entdo, rearranjando a equagdo III. (4):

c, - c c, - ¢
= kC(qm - (V—)10) - klkd(v——')lo A. (5)

res. res. reg.
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Vv
e - kelgEE - (G, - @)+ kky(C, - @) A (6)

Multiplicando ambos os membros da equagao anterior por

1/C,:
Efj/_tcz - '-lei(qme—os; - G- )+ k(- < A7)
Fazendo Y = c/C:
%% - —le(qm-Y-;T%s; - C (1 - 1) + kky(l - D A. (8)

A seguir tem-se o diagrama de blocos do programa em
turbo pascal utilizado para resolugédo da equagdo anterior. A
curva obtida foi comparada & cada iteragdo com a curva
experimental pelo método dos minimos quadrados, definindo entao

o valor de k,; quando obteve-se o menor desvio entre as curvas.

108



( micro '

l

Entrada dos valores experimentais de concentracao (Yexp),
da constante cinetica atribuida inicialmente (K1), do
valor da concentracao inicial (Y8) para t=9 e desvie=8.

- Atribui novo
valor para
KL

Y

- Resolucao da E.D.0 A(8) pelo Hetodo de Runge-Kutta
de 4° ordem para determinacao de V.

- Calculo do desvio entre os valores de concentracao (Y)
obtidos pela resolucao da equacao A(8) e os valores
experimentais, utilizando o Hetodo dos Hinimos
Quadrades.

Desvio=0

ou ¢ que o
anterior?

Imprima o0s resultados de Yexp e Y em
funcao do tempo (com menor desvio),
K e o valor do desvio.

FIf
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FLUXOGRAMA DO PROGRAMA PARA SIMULAGCAO DO REATOR E
DESENVOLVIMENTO DAS EQUACOES DO BALANCO DE MASSA EXECUTADO.

De acordo com figura 1IV.7 (esquema do sistema de
reatores proposto) e consideragdes feitas anteriormente, no item
IV.2.2 deste trabalho, tem-se o seguinte balango de massa para
o sistema de reatores:

dc, _ F,c6  Fce  Fio + kg (1 - €) B. (1)

dt A v, v, 3= €

daq, F_g,€e F_qg,€e F,q,

1 r42 - r=41 - 141 _ 3q1 B. (2)

dt v, v, v,

ds, _ FS, F/5€ _ FSe FS _ Kcgs, B. (3)

dt v, v, v, v, K, + S,

dc F.c,e F,c, (F,+F))c, F,c,e -

e at. . fan G Seml, (100) (kq,-kic, (am-gy) B (4)
2 2 2 2

dq. F.q.e Fiq F,q,€

@& - v v T Tyt kela - @) - ka) B. (5)
2 2 2 .

ds, _ F,Se FS _ FS5€e (F + F)5 K5, B. (6)

dt v, v, v, A K, + S,
Onde:

c, = concentragio de ‘enzima livre no estagio (I)
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c. = concentracdo de enzima l1ivre no estagio (II)
q, = concentracgdo de enzima adsorvida no estéagio (I)

a, = concentracdo de enzima adsorvida no estéagio (II)

5, = concentracdo de substrato no estagio (I)
5, = concentracdo de substrato no estédgio (II)
s, = conc. de substrato na alimentacao do estéagio (I)
F_ = vazao de reciclo
F, = vazio de alimentagao no estagio (I)
F, = vazio do tampdo para adsorgao no estéagio (II)
Vv, = volume de liquido no estéagio (I)
Vv, = volume de liquido no estéagio (1II)
€ = porosidade
k, e k, = constantes cinéticas do processo de adsorgao
Ky = constante cinética do processo de dessorgao
q, = capacidade maxima de adsorcdo da resina
K, = constante de Michaelis-Menten
Além disso:
€= Vol.lig. . 1 - e= Vol.sol. 1 - €_Vol.sol.
Vol. total’ Vol. total’ € vol.liqg.
Rearranjando o sistema de equagdes e fazendo:
A v, F F.
tl:?; Tz=—F',—,' ¢='FI':' Y=—1?,1‘
1 1 1 2

tem-se:

dc e(c, - ¢;) c, . -

d1 - ye(c, R S oA (1 - €)

t T, T, €
dq1 = we(qz - ql) _ _q_l _
dt - T, T, 3%
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ds, (s

o =~ S1) . ye(s, - 5))

Kc, S,

dt T,

dc, _velc-c,) | (c,-6,)

dt 1, 1,

dqz _ WE(ql - qz) + &

2

Km+ Sl

C.
- Y: +(k,q,-k ¢, (g,-q,)

+ (ko (g, - @) - k)

dt T, T,
ds, (5, - 8,) ve(s, - S,) S, Kc,S,
dt T, T, YT, K, + S,

€

€)

y {1 - e

B.(11)

B. (12)

B. (13)

B.(14)

Para resolucdo do sistema pelo método de Runge-Kutta

42 ordem, foram utilizadas as seguintes condig¢gdes iniciais:

-
o !

.
’

-

|
O O © = O N

A seqguir o diagrama de blocos do programa utilizado.
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( wcro )

Y

Entrada dos parametros operacionais e cineticos (°1’ €y
9y 9 S:’ Sz para t=8, VI, K, Ki, K2, K3, Km, qn, Fy, Fz,

Fro €11y T2, v e ¥,

v

- Resolucao das 6 E.D.0., B(9) a B({4) pelo Metodo de
Runge-Kutta de 4° ordem para determinacao de € 9
51' €y 4, @ Sa.

= Caleulo da Porcentagem de enzima (PE) presente no
reator em funcao do tempo.

_

tempo e

) que 100
horas?

Imprima os resultados de ¢ 9 Sl, ¢ ¢ Sa em funcao

y §
'
do tempo, vazao de alimentacao no estagio (I): Fy, vazao de
tampao no estagio (II): F2, vazao de reciclo: Fre ¢

Fin
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FIGURA C.1 - Resultados obtidos na simulagéo 1 (Cc,=0,3 g/l,
S,=25 g/1, €=0,5 e $=0,05). (a) Perfil das concentragdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estagios I e II. (b) Perfil

da concentragdo de substrato nos estagios I e II. (c) Perfil da
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(@) (b)
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FIGURA C.2 - Resultados obtidos na simulagdo 2 (¢,=0,3 g/1,

5,=50 g/1, €=0,5 e $=0,10). (a) Perfil das concentragdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estdgios I e II. (b) Perfil
da concentragdo de substrato nos estagios I e II. (c) Perfil da

concentragdo, de enzima no sistema e de substrato no estdgio II.
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(a) (b)
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FIGURA C.3 - Resultados obtidos na simulacdo 3 (c,=0,3 g/1,

5,100 g/1, €=0,5 e $=0,15). (a) Perfil das concentragdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estagios I e II. (b) Perfil
da concentragdo de substrato nos estdgios I e II. (c) Perfil da

concentragdo, de enzima no sistema e de substrato no estagio II.
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FIGURA C.4 - Resultados obtidos na simulagao 4 (C=0,3 g/1,

S,=150 g/1, €=0,5 e $=0,20). (a) Perfil das concentragdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estdgios I e II. (b) Perfil
da concentracgido de substrato nos estdgios I e II. (c) Perfil da

concentracdo, de enzima no sistema e de substrato no estagio II.
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FIGURA C.5 - Resultados obtidos na simulagdo 5 (C=0,6 g/1,

s,=25 g/1, €=0,6 e $=0,05). (a) Perfil das concentragdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estdgios I e II. (b) Perfil
da concentracio de substrato nos estdgios I e II. (c) Perfil da

concentracido, de enzima no sistema e de substrato no estagio II.

120



(b)

Conc. substrato (g/)
3 8 & 8

0
0O 10 20 3 40 50 60 70 80 50 100 9% 10 20 % 4 8 6 70 8 8 100
Tempo (h) Tempo (h)
—C —4+—C2 — Q1 — Q2 —_—81 — 82

()

1 0.08
0.97- L0.08
é 0.94]  0.04
(%)
0.91 0,02
o-es o

0 10 20 30 40 5O 60 70 80 80 100
Tempo (h)

— CT/Co —— S2/50

FICURA C.6 - Resultados obtidos na simulagdo 6 (C=0,6 g/l1,

s,=50 g/l, €=0,6 e $=0,10). (a) Perfil das concentragodes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estdgios I e II. (b) Perfil
da concentracgido de substrato nos estagios I e II. (c) Perfil da

concentragdo, de enzima no sistema e de substrato no estégio II.
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FIGURA C.7 - Resultados obtidos na simulagdao 7 (C,=0,6 g/1,

s,=100 g/l1, €=0,6 e $=0,15). (a) Perfil das concentragdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estdgios I e II. (b) Perfil
da concentracdo de substrato nos estdgios I e II. (c) Perfil da

concentracgdo, de enzima no sistema e de substrato no estigio II.
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FIGURA C.8 - Resultados obtidos na simulagdo 8 (C,=0,6 g/1,

s=150 g/l1, €=0,6 e $=0,20). (a) Perfil das concentragbes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estagios I e II. (b) Perfil
da concentragdo de substrato nos estidgios I e II. (c) Perfil da

concentracdo, de enzima no sistema e de substrato no estagio II.
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URA C.9 - Resultados obtidos na simulagao 9 (CJ=1,338 g/l,
s,=25 g/l, €=0,7 e $=0,05). (a) perfil das concentragodes de

nzima livre e enzima adsorvida nos estéagios I e II. (b) Perfil
I e II. (c) Perfil da

FIG

e
da concentragdo de substrato nos estédgios

concentragdo, de enzima no sistema e de substrato no estagio II.
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FIGURA C.10 - Resultados obtidos na simulagdo 10 (C=1,338 g/l,

s,=50 g/1, €=0,7 e $=0,10). (a) Perfil das concentragdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estagios I e II. (b) Perfil
da concentracido de substrato nos estdgios I e II. (c) Perfil da

concentracgdo, de enzima no sistema e de substrato no estagio II.
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FIGURA C.11 - Resultados obtidos na simulagdo 11 (C=1,338 g/1,

s,=100 g/1, €=0,7 e $=0,15). (a) Perfil das concentragdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estdgios I e II. (b) Perfil
da concentragdo de substrato nos estdgios I e II. (c) Perfil da

concentragdo, de enzima no sistema e de substrato no estagio II.
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FIGURA C.12 - Resultados obtidos na simulagéo 12 (c,=1,338 g/l,

e=0,7 e $=0,20). (a) perfil das concentragdes de
s I e II. (b) Perfil
e II. (c) Perfil da

s,=150 g/1,
enzima livre e enzima adsorvida nos estagio

da concentracgdo de substrato nos estagios I

concentracdo, de enzima no sistema e de substrato no estdgio II.
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FIGURA C.13 - Resultados obtidos na simulacgdo 13 (C,=2,0 g/1,

S,=25 g/l1, €=0,8 e $=0,05). (a) Perfil das concentracdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estdgios I e II. (b) Perfil
da concentragdo de substrato nos estigios I e II. (c) Perfil da

concentragdo, de enzima no sistema e de substrato no estagio II.
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FIGURA C.14 - Resultados obtidos na simulag¢do 14 (C,=2,0 g/1,

5,=50 g/l1, €=0,8 e $=0,10). (a) Perfil das concentracgdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estagios I e II. (b) Perfil
da concentracdo de substrato nos estagios I e II. (c) Perfil da

concentragdo, de enzima no sistema e de substrato no estagio IT.
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FIGURA C.15 - Resultados obtidos na simulagdo 15 (C=2,0 g/1,

S$,=100 g/l1, €=0,8 e $=0,15). (a) Perfil das concentragdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estdgios I e II. (b) Perfil
da concentracdo de substrato nos estagios I e II. (c) Perfil da

concentragdo, de enzima no sistema e de substrato no estagio II.
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FIGURA C.16 - Resultados obtidos na simulag¢do 16 (C=2,0 g/1,

5,150 g/l1, €=0,8 e $=0,20). (a) Perfil das concentragdes de
enzima livre e enzima adsorvida nos estadgios I e II. (b) Perfil
da concentracdo de substrato nos estdgios I e II. (c) Perfil da

concentracdo, de enzima no sistema e de substrato no estdgio II.
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