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RESUMO

As lipases (EC 3.1.1.3) sfo um grupo de enzimas com diversas aplicagdes na
inddstria farmacéutica, de quimica fina, 6leoquimica e alimentar. Estas enzimas ocorrem
em animais e plantas e podem ser produzidas por microrganismos como fungos ¢ bactérias.
A recuperagiio ¢ purificagiio destas enzimas para serem utilizadas como biocatalisadores

tém sido feita por diferentes métodos, entre eles, a cromatografia.

O presente trabalho trata sobre a produgfio e purificagio de lipase do fungo
Geotrichum sp. A produgiio de lipase foi realizada em meio complexo composto por agua
de macera¢io de milho (5%), nitrato de aménio (0,5%) e éleo de oliva (1%), obtendo-se

valores elevados de atividade lipolitica em torno de 20 U/mL.

A recuperagfio da lipase presente no caldo de fermentagZo foi feita com Butyl
Sepharose. As condigdes mais adequadas para a adsorcdo de lipase na resina hidrofobica
foram concentracdo de cloreto de sédio 2M e pH 7, sendo a eluigdo efetuada com tampéo

fosfato de sodio 10 mM, pH 7.

Estudou-se a cinética de adsorgdo e foram determinadas as isotermas de adsorgéo a
diferentes concentragdes de cloreto de soédio, na faixa de 0,5M a 2M, obtendo-se as
constantes cinéticas Qm € kg através do ajuste dos valores experimentais a equagio de
Langmuir. Os valores das constantes k; e ka (ks=ky/k;) foram obtidos por ajuste dinamico
utilizando o método de Runge-Kutta de 4° ordem. As constantes cinéticas foram utilizadas

para simulagiio de curvas de ruptura, que foram comparadas com curvas de ruptura
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experimentais obtidas por injecfio do caldo bruto de fermentac3o contendo diferentes teores
de cloreto de sédio, em coluna cromatografica de Butyl Sepharose montada num FPLC. O

grau de ajuste entre as curvas experimentais e as simuladas foi bom.

Finalmente, foi realizada a simulacfio e a otimizagdio do processo CARE
(“Continuous Adsorption Recycle Extraction”), utilizando as constantes cinéticas de
adsor¢lio da lipase sobre Butyl Sepharose determinadas experimentalmente, obtendo-se
faixas de operagfo que permitem ter rendimento (recuperacdo da enzima) em torno de 60%
e fator de purificagdio de 14 vezes, mas o fator de concentragdo € baixo. Estes resultados

indicam o potencial de aplicag&o do processo para purificagdo de lipase.

Palavras chave: Adsorgdo, recuperagdo, Butyl Sepharose, cromatografia
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ABSTRACT

Lipases (EC 3.1.1.3) are a group of enzymes with diverse applications in the
pharmaceutical, fine chemistry, oil chemistry and food industries. These enzymes occur in
animals and plants and can be produced by microorganisms such as fungi and bacteria. The
recovery and purification of these enzymes for being used as biocatalysts have been carried
out by different methods, among them, chromatography. The present work deals with the
production and purification of lipase from Geotrichum sp. fungi. The production of lipase
was carried out in a complex medium composed of com steep liquor (5%), ammonium
nitrate (0,5%) and olive oil (1%). The values obtained for the lipolytic activity were around
20 U/ml.

The recovery of lipase present in the fermentation broth was made using Butyl
Sepharose. The best conditions for the lipase adsorption in the hydrophobic resin were a 2M

sodium chloride concentration and pH 7, being the elution effected with a 10 mM sodium

phosphate buffer at pH 7.

Adsorption kinetics was studied and the adsorption isotherms were determined at
different sodium chloride concentrations, in the range of 0,5M to 2M. The kinetic constants
Qm and kd were obtained by fitting the experimental values to the Langmuir equation. The
constant values k1 and k2 (kd=k2/k1) were obtained by dynamic fitting using the 4™ order
Runge-Kutta method. The Kinetic constants were used for breakthrough curves simulation,

and were compared with experimental breakthrough curves obtained by injection of the
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fermentation raw broth containing different sodium chloride contents, in a Butyl Sepharose
chromatographic column assembled in a FPLC. The degree of the fit between the

experimental curves and the simulated ones was good.

Finally, the CARE process ("Continuous Adsorption Recycle Extraction”)
simulation and optimization was carried out using the kinetic constants of lipase adsorption
on Butyl Sepharose determined experimentally. Operation ranges obtained allow yields
(recovery of the enzyme) around 60% and a high purification factor (14 times), but the
concentration factor is low. These results indicate a process application promising potential

for lipase purification.

Keywords: Adsorption, recovery, Butyl Sepharose, chromatography
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I-INTRODUCAO

A importancia das enzimas de origem microbiana tem aumentado muito com o
desenvolvimento dos processos biotecnolégicos substituindo, em varios casos, as de origem
animal ou vegetal. Isto ocormre pois elas aprcséntam como principal vantagem, um curto
tempo de produgdo, podendo ser produzidas em qualquer época do ano e permitem a
utilizagfio de substratos de baixo custo além de demandar espago relativamente pequeno

para o processo fermentativo.

A producfio de lipases via processo microbioldgico, tem sido bastante pesquisada
nas ultimas décadas. Um grande nimero de microrganismos foram isolados como
produtores eficientes de lipase e estudados exaustivamente sob os pontos de vista industrial

e académico.

Devido a sua versatilidade, as lipases t8m sido aplicadas em diferentes processos
biotecnolégicos para producio de compostos de interesse industrial e em quimica fina. Nas
reagdes de hidrélise, alcoolise e glicerdlise proporcionam excelente rendimento, processo
mais econdmico e qualidade superior do produto final; além disso, alguns dos produtos
formados néo poderiam ser obtidos por processos quimicos convencionais, sendo por tanto
produzidos em processos que utilizam lipases devido a sua especificidade (posicional ou de

Acidos graxos).

A lipase produzida por uma linhagem do fungo Geotrichum sp. apresenta elevada
especificidade pela dupla ligagiio cis-9 dos 4cidos graxos insaturados, razéio pela qual €
utilizada na indastria oleoquimica como catalisador nas reacSes de alcotlise e
interesterificacfio. Esta lipase apresenta também alguma especificidade pela posigdo C2 dos
trigliceridios.

O interesse na utilizaciio de lipases em alimentos vem-se destacando nos ultimos
anos. Entre as aplicagdes neste campo podemos mencionar hidrélise de gordura do leite

para produgio de aromas (“flavors™) de vérios tipos de queijos maturados sob condigbes

controladas, hidrélise de lipideos da gema do ovo, remogéo de gordura em cames € peixes,
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obten¢do de produtos com propriedades similares a manteiga de cacau, interesterificagio de
Oleos e gorduras, além de ter aplicagfio na produgio de aromas “naturais” (bicaromas), na

industria farmacéutica e outras.

Para o caso de aplicagbes de bioconversdo industrial, catalisadores puros sao
desejdveis, pois além da elevada eficiéncia, o volume do reator é reduzido e diminuem as

etapas de purificagéo do produto.

Entre os métodos de recuperagio de bioprodutos de grande aplicagdo podemos
mencionar a cromatografia de interagfio hidrofébica (HIC), que pode ser aplicada a
purificagdo de lipases pois estas apresentam um alto grau de hidrofobicidade, pouco usual
enfre as enzimas. Ao contrdrio da cromatografia de fase reversa na qual as biomoléculas
sdo desnaturadas, na recuperagdo com resinas hidrof6bicas, as biomoléculas mantém sua
atividade biolégica. O fator limitante na aplicagiio de métodos cromatograficos na
recuperagio de bioprodutos é o elevado custo desta tecnologia; somente em aplicacdes
médicas ou analiticas o prego das enzimas permite a utilizagfio de etapas cromatograficas no

processo de purificagdo.

Um método alternativo de purificagio é o processo CARE (“Continuous
Adsorption Recycle Extraction™), no qual o produto é recuperado de maneira continua e a
resina cromatografica é recirculada durante o processo; isto permite baixar os custos na
etapa de purificacfo.

Os objetivos considerados no presente trabalho foram:

Selecionar um meio de cultura para producfo de lipase por Geotrichum sp.;

Estudar e selecionar resinas cromatogréficas de interacfio hidrofébica (HIC) e as

condigdes de adsorgéo e elui¢o de lipase;
Estudar a cinética de adsor¢Zo de lipase com o emprego de resina cromatografica
de intera¢fo hidrofébica;

Simular o processo de adsor¢fio de lipase em resina hidrofébica em banho finito;
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Simular e validar a purificag8o de lipase de Geotrichum sp. em coluna de leito fixo

com resina de interacdo hidrofobica;

Simular e otimizar por planejamento experimental, um processo continuo (CARE),

com resina de interagfio hidrofdbica, para purificagéo de lipase.



II-REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2.1-Lipases

Enzimas lipoliticas, como lipases e estearases, constituem um. importante grupo de
enzimas associadas com o metabolismo ¢ com a degradacéo de lipideos. Estas enzimas sdo
amplamente distribuidas na natureza estando presentes em tecidos e fluidos de origem
animal, vegetal e em microrganismos (SHAHANI, 1975).

2.1.1-Propriedades

As lipases diferenciam uma das outras devido a suas propriedades fisicas e
caracteristicas bioquimicas como: especificidade pelo substrato, condigdes Otimas de
reagdo, sensibilidade a inibidores ¢ necessidade de ativadores. BORGSTROM &
BROCKMAN (1984) relataram que, dependendo do microrganismo produtor de lipase, a
massa molecular desta enzima pode variar na faixa de 20000 a 200000 Da, apresentando

atividade enzimatica numa ampla faixa de pH (4-9) e temperatura (25-70 °C).

Algumas propriedades de diversas lipases microbianas (pH e temperatura 6timos e

termo-tolerdncia) sdo apresentadas na Tabela 2.1 (SHAHANI, 1975).

TABELA 2.1. Temperatura e pH 6timos e termo-toleréncia de lipases microbianas

Fonte da lipase pH 6timo Temperatura Termo-tolerdncia
otima (°C) (tempo:temperatura)

Penicillium chrysogenum 6,2-6,8 37 -

Pseudomonas fragi 7,0-7,2 32 15 min.:72 °C
Rhizopus delemar 5,6 35 15 min.:50 °C
Aspergillus niger 5,6 25 15 min.:45 °C
Penicillium roqueforti 8,0 37 10 min.:50 °C
Staphylococcus aureus 8,5 45 30 min.:70 °C
Geomrichum candidum 8,2 37 15 min.:60 °C
Achromobacter lipolyticum 7,0 37 40 min.:99 °C
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A agfio das lipases sobre dleos e gorduras é de clivagem das ligacbes ésteres de
glicerideos liberando 4cidos graxos, monoglicerideos ou diglicerideos, ou ainda através das
interesterificacbes de dleos e gorduras produzindo monoglicerideos, ou diglicerideos
desejados ou alterando a composi¢do de acidos graxos, de 6leos e gorduras. Por esta razdo
as lipases (glicerol éster hidrolases EC 3.1.1.3) apresentam enorme potencial de aplicacéo
na inddstria 6leoquimica. Gorduras e 6leos sdo produzidos mundialmente em cerca de
6x10” toneladas/ano e uma parte em reagbes de hidrolise, alcodlise e glicerdlise

(VULFSON, 1993). As lipases sio capazes de catalisar as seguintes reagdes:

a-Hidrélise:
R,COOCH, HOOCR, HOCH,
chOOCH —H0 HOOCR, + HOCH
R3COOCH2 HOO CR; HOCH,
b-Alcodlise:
R,COOCH, ROOCR, HOCH,
+
R,COOCH —RH , ROOCR, + HOCH
+
R;COOCH, ROOCR; HOCH,
c-Aciddlise:
R,COOCH, R4COOCH, R,COOCH
R2c00(|:H —HOOCR, | R,COOCH  + R,C00CH
R;COOCH, R,COOCH,  R,COOCH
+
HOOC-R, HOOC - R
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d-Glicerdlise:

R,COOCH,  HOCH, HOCH,  R,COOCH,
f

R,COOCH + HOCH —— R,COOCH + HOCH
| |

R,COOCH, HOCH, HOCH, R,COOCH,

e-Transesterificagfo:

R,COOCH, R,COOCH, R,COOCH,  R,COOCH,
|

R,COOCH + RCOOCH — R,COOCH + R,COOCH
i |

R,COOCH, R,COOCH, R,COOCH, R,COOCH,

As lipases, de acordo com sua especificidade, estio divididas em trés grupos,
segundo MACRAE (1983) e FOGLIA et al. (1993):

1-Lipases nio especificas

Catalisam a hidrélise completa dos triglicerideos em 4cidos graxos e glicerol,
apresentando mono ¢ di-gliceridios como intermedidrios, atuando de modo aleatdrio. As
lipases de Candida cylindracea, Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas fluorescens tém sido comumente usadas para a sintese de aciiglicerol,

alcodlise ¢ interesterificagdo de gliceridios:

R,COOCH, HOCH,
R,COOCH «— R,COOH + R,COOH + R,COOH + HOCH
R,COOCH, HOCH,

2-Lipases 1,3-especificas

Catalisam a hidrélise dos 4cidos graxos ligados ao C; e Cs do glicerol, produzindo
acidos graxos e 2-monogliceridios ou 1,2 ou 2,4-digliceridios, ambos quimicamente

instaveis, ocorrendo migragio do grupo acil produzindo 1,3-digliceridios ¢ 1- ou 3-
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monogliceridios. Neste grupo, temos como exemplo, as lipases produzidas pelo

Aspergillus niger, Mucor javanicus, Mucor michei e por vérias espécies de Rhizopus:

R,COOCH, HOCH, HOCH,

R,COOCH «——— R,COOCH «———» R,COO C H
| R,COOH | R;COOH

R;COOCH, R;COOCH, HOCH2

Uma lipase com especificidade para hidrolisar os acidos graxos ligados ao C; do
glicerol, é a lipase do Geotrichum candidum (SUGIHARA er al., 1991a, 1993;
SOBERON-CHAVEZ & PALMEROS, 1994).

3-Lipases 4cido graxo especificas

Sao especificas para hidrélise de ésteres com determinados cidos graxos. Por
exemplo, a lipase produzida pelo Geotrichum candidum que hidrolisa preferencialmente
esteres de 4cidos graxos de cadeia longa insaturados, com dupla ligagio cis, no Cs. Esteres
com 4acidos graxos saturados ou sem insatura¢io no Co, sfo lentamente hidrolisados.
Devido & esta especificidade, lipase de Geotrichum candidum tem sido estudada para

alcotlise de dleos selecionados que contém acidos graxos poliinsaturados:

R,COOCH, R;CO0CH, HOCH, R,CO0CH,
R,COOCH + RiCOOCH ——> R,CO0CH =+ HOCH
2R |COOH
R;COOCH, R;COOCH, R;COOCH, R;COOCH,

As enzimas lipoliticas também realizam a reagdo inversa da hidrolise,
esterificando glicerol ¢ 4cidos graxos, podendo produzir glicerideos desejados, desde que o

meio tenha concentragéo restrita de 4gua.

Estas propriedades determinam a importancia biotecnoldgica das lipases. A
relativa disponibilidade de grandes quantidades de enzimas microbianas obtidas por
bioprocessos tem ampliado a pesquisa sobre o uso, com potencial industrial, de lipases
produzidas por fungos ¢ bactérias (TAIPA et al., 1992).

8
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Devido a sua versatilidade, as lipases tém sido aplicadas em diferentes sistemas
para processos biotecnolégicos de compostos de interesse industrial e em quimica fina. As
reacBes de sintese catalisadas por lipases requerem uma quantidade reduzida de dgua em
vez de sistemas anidros, pois a 4gua é essencial para a catilise enzimatica, devido a
contribui¢do para as ligagdes ndo covalentes e pontes de hidrogénio preservando a estrutura
protéica. A quantidade de 4gua influencia na solubilidade do substrato e dos produtos,
causando efeito sobre a posi¢io de equilibrio e rendimento quimico (PIMENTEL, 1996).

2.1.2-Producio de lipases microbianas

As lipases sfio produzidas por uma grande variedade de microrganismos,
geralmente sdo extracelulares e induziveis, em alguns casos, pela inclusdo de substratos no
meio de cultura (SHAHANI, 1975). Alguns microrganismos produtores de lipase relatados
pela literatura, sZo apresentados na Tabela 2.2.

Na Universidade Estadual de Campinas também existe grande interesse na
produgio de lipases microbianas. Vérias pesquisas foram desenvolvidas neste campo nos
ultimos cinco anos junto aos Departamentos de Ciéncia de Alimentos, Engenharia de

Alimentos e Quimica Orgénica. Apresenta-se a seguir uma breve resenha dos mesmos.

Uma enzima lipolitica extracelular, produzida por Trichoderma sp., foi obtida por
PASTORE (1992). A enzima, classificada como glicerol-mono éster hidrolase E.C.
3.1.1.3, hidrolisa eficientemente as ligagbes éster de monoleina, e do substrato
paranitrofenil laurato, nfo tendo afinidade por trioleina. A lipase de Trichoderma sp. é
termosensivel e apresenta atividade 6tima em tampdo acetato pH 5,6 a 40-45°C e maior

estabilidade na faixa de pH 5,0 a 7,0 em tamp#o acetato e fosfato, respectivamente.

Lipase extracelular de Geotrichum sp., que hidrolisa preferencialmente ésteres de
acidos graxos de cadeia longa insaturada ¢ ndo tem afinidade pelo substrato paranitrofenil
laurato, foi obtida por MACEDO (1995). A enzima purificada possui duas subunidades de
peso molecular estimado em 52000 e 57000 daltons. Esta lipase apresentou atividade ¢tima
na faixa de pH 5 a 8 2 45°C.
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A produgdo de lipase extracelular pelo Alcaligenes sp. foi estudada por SOUSA
(1996). A linhagem apresentou alta producéio de lipase alcalina (8,5 U/min/mL) em meio
composto por 2% de farinha de soja torrada, 1% de farinha de trigo, 0,5% de K;HPQy, 1%
de 4gua de maceracio de milho (corn steep liquor) e 0,2% de Na,CO;. Na purificagio
foram detectadas 2 fragdes com atividade lipolitica. A fragéio I apresentou atividade 6tima

em pH 8 2 40 °C, em tanto que a frag&o I apresentou atividade 6tima em pH9a45°C.

Uma lipase de Aspergillus sp, linhagem n° 1068, que hidrolisa preferencialmente
gordura de coco, com pequena atividade contra 6leo de oliva e apresenta afinidade pelo
substrato p-nitrofenil-laurato, foi obtida por COSTA (1996). A enzima apresentou

atividade 6tima em pH 5,6 e 40 °C com 6leo de oliva como substrato.

Com o intuito de otimizar a produgio de lipases por fungos filamentosos,
PIMENTEL (1996), isolou o Penicillium citrinum como melhor produtor de lipase, quando
comparado com o Gliocladium viride 136B e Fusarium lateritium 48; o extrato enzimatico
bruto, concentrado e liofilizado, foi estavel durante o armazenamento 2 temperatura
ambiente por 8 meses, enquanto que o filtrado bruto do meio de cultura armazenado a 6°C
apresentou meija-vida de 30-35 dias, e foi estivel ao congelamento e descongelamento,

perdendo 50% da atividade inicial.

O Penicillium citrinum também foi utilizado por RODRIGUES (1997) para
produgdo de lipase a partir dos meios MEL (meio com extrato de levedura) e MSA (meio
com sulfato de amdnio). A lipase obtida manteve sua atividade inalterada apos 60 dias de
armazenamento a temperatura de 6 °C, quando condicionada no prépric extrato
parcialmente purificado. O pH 6timo da enzima foi na faixa de 8,0-8,5 ¢ a temperatura
otima 37 °C. A enzima foi imobilizada num suporte de dacron-hidrazida magnetizado,
mostrando uma atividade especifica de 73% da enzima solivel, e utilizada na eliminacgo de

resinas em lignoceluldsicos.

MEDEIROS (1998), estudou através de planejamento experimental o efeito das
variaveis independentes (glicose, 4gua de maceragéo de milho, nitrato de amédnio, 6leo de
oliva ¢ éleo de soja) na produgdo de lipase por Geotrichum sp. Os melhores resultados

foram obtidos quando se utilizou éleo de soja como indutor da produgdo de lipase.
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TABELA 2.2. Microrganismos produtores de lipase

Microrganismo Referéncia
Achromobacter lipolyticum |KILARA (1985)
Acinetobacter calcoaceticus | HAFERBURG & KLEBER (1982)
Alcaligenes sp. SOUSA (1996)
Aspergillus niger HATZINIKOLAOU et al. (1996), MACRIS et gl. (1996)
Aspergillus oryzae OHNISHI et al. (1994)
Aspergillus sp. COSTA (1996)

Bacillus acidocaldarius
Bacillus licheniformis

Bacillus sp. THI-91

Bacillus thermocatenulatus
Candida cilyndracea

Candida rugosa

Corynebacterium acnes
Flavobacterium odoratum
Fusarium oxysporum
Galactomyces geotrichum

Geotrichum candidum

Geotrichum sp.

Humicola lanuginosa

MANCO et al. (1994)
SZTAJER et al. (1988)

BECKER et al. (1997)
RUA et al. (1997)

CASTRO & ANDERSON (1995)

PASTORE (1992), RAO et al. (1993), GORDILLO et al.
(1995), LOPEZ et al. (1996)

KILARA (1985)
LABUSCHAGNE ez al. (1997)
RAPP (1995)

PHILIPS & PRETORIUS (1991)

ARENDS er al. (1986), BAILLARGEON et al. (1989),
BAILLARGEON & McCARTHY (1991), BAILLARGEON &
SONNET (1991), HANG & WOODAMS (1990), IWAI e al.
(1973), JACOBSEN er al. (1989a), SHIMADA et al. (1992),
SIDEBOTTOM ef al. (1991), TAHOUN er al. (1982),
TSUJNSAKA et al. (1973a,b), VEERARAGAVAN er al. (1990)

ASAHARA et al. (1993), IKEMOTO & OTA (1996},
MACEDO (1995), MEDEIROS (1998), MENDIETA et al.
(1998a)

OMAR et al. (1987)
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TABELA 2.2 (Continuaggo). Microrganismos produtores de lipase

Microrganismo

Referéncia

Lactobacillus brevis

Lactobacillus casei

Lactobacillus plantarum

Micrococcus freundereichii

Mucor miehei

Myxococcus xantus
Penicillium camembertii

Penicillium citrinum

Penicillium expansum
Penicillium restrictum
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fragi
Pseudomonas fluorescens

Propionibacterium acnes

Rhizopus arrhizus

Rhizopus delemar

Rhizopus niveus
Saccharomyces cerevisiae

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus
Staphylococcus werneri
Streptococcus lactis

Streptococcus cremoris

CHANDER et al. (1973)
LEE & LEE (1990)

GOBETTI et al. (1996)

LAWRENCE et al. (1967)
HUGE-JENSEN et al.
DAVRANOV (1993)

(1987), GULYAMOVA &

KIMURA et al. (1983)
YAMAGUCHI & MASE (1991)

MALISZEWSKA & MASTALERZ (1992), PIMENTEL et al.
(1994)

STOCKLEIN ef al. (1993)

FREIRE et al. (1997)

CHARTRAIN et al. (1993), MARCIN er al. (1993)

PABAI er al. (1995)

HARRIS et al. (1990), SZTAJER et al. (1988)

CASTRO & ANDERSON (1995)
CASTRO & ANDERSON (1995)

HAAS et al. (1992), MARTINEZ-CRUZ ef al. (1993), PARK
et al. (1988)

KOHNO et al. (1994)

SHIRAZI et al. (1998)

HENRIETTE et al. (1993)

CASTRO & ANDERSON (1995)
TALON et al. (1995)

KAMALY et al. (1990)
KAMALY ez al. (1990)
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2.1.3-Aplicacdes

Em 1956, HARPER & LLONG analisaram a influéncia de acidos graxos livres em
queijo provolone comercial, e verificaram que o tipo de 4cido graxo formado dependia do
tipo de lipase utilizada na sua produgéo, sendo que a intensidade do sabor desejavel estd

relacionada com a concentracgiio de acido butirico produzido e acido glutdmico liberado.

SEITZ em 1974, descreveu as diversas aplicagdes industriais para lipases
microbianas entre elas, a aplicagdo de lipases em processamento de alimentos,
principalmente em laticinios na pfodug:io de aromas em queijos. Microrganismos com
atividade lipolitica presentes em leite ndo pasteurizado (Pseudomonas fragi, P. fluorescens
e Achromobacter lipolyticus) s@o essenciais na produgéo de aromas em queijos devido a

producdo de dcidos graxos.

POSORSKE (1984), relatou as aplicagdes da lipase na indistria de oleos e
gorduras tendo verificado que as enzimas em geral tém vantagens no processo industrial em
relagfio aos processos quimicos tradicionais, como por exemplo: 1) a especificidade, que
permite o controle dos produtos elaborados e também evita a sintese de produtos
secundarios ndo desejados; 2) condigdes brandas de reagfio e redugéio do desperdicio; 3)

baixo custo.

Os principais setores em que as lipases sdo utilizadas na area de oleos e gorduras,
si0: a sintese de lipidios pela reversio da hidrélise, hidrolise enzimaética de gorduras para a
produgio de 4cidos graxos ¢ a modificagio enzimatica de lipidios por interesterificagéo

(CANTO, 1995).

O emprego de lipases na produgéo de queijos especiais ¢ usual em ermpresas
brasileiras, uma vez que essa enzima, que ¢ natural no leite cru, ¢ inativada durante a
operagio de pasteurizagdo do leite, operagéio esta obrigatéria em queijarias, sendo ilegal o
uso de leite cru. Na producgiio de queijos Provolone, com peso superior a 8 kg, sdo
utilizadas lipases com o objetivo de reduzir o perfodo de cura a 45 dias; sema lipase ndo se

consegue o mesmo sabor, nem alongando-se o perfodo de cura (CANTO, 1995).
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A transformagio do 6leo de palma mediante interesterificagdo enzimatica, em uma
gordura com propriedades semelhantes a da manteiga de cacau, que € um produto de maior
Prego ¢ com caracteristicas especificas como o uso em chocolates, & indicada por varios
autores (STEAD, 1986; HARWOOD, 1989; VULFSON, 1993; DAVRANOV, 1994;
JAEGER er al., 1994; CASTRO & ANDERSON, 1995; CANTO, 1995; GHOSH er al.,
1996). Também € possivel, com o uso de lipases, modificar as caracteristicas da margarina,
podendo-se modificar seu ponto de fusgo, untuosidade, vida-de-prateleira e as propriedades
nutricionais do produto final (SCHMID & VERGER, 1998).

A produgdio de bebidas alcodlicas por processo fermentativo, como o “sake”,
também envolve o uso de lipases que promovem a formacfo do aroma e aceleram a

fermentag3o pela remog#o de lipidios (SOUSA, 1996).

SEITZ (1974), GILBERT (1993), GANDHI (1997) e SOBERON-CHAVEZ &
PALMEROS (1994), relatam a utilizaciio de lipases em sistemas de detergentes. Lipases
microbianas (Candida lipolytica, Candida ¢ylindracea ¢ Pseudomonas stutzeri), sio
preferidas em relagdo as obtidas de plantas ou fonte animal, devido a sua maior adequacio
para a incorporagfio em sistemas detergentes e estabilidade frente aos surfactantes idnicos

presentes nas formulagdes de detergentes.

FUJIL et al., em 1986, estudaram o efeito da lipase de Candida cylindracea na
remogdo de 6leo de oliva impregnado em tecido de algoddo, visando a aplicacsio de lipases
em detergentes para lavanderia. Resultados mostraram que 4 medida que a concentragio de
lipase aumentou, na presenca de tensoativos, a remo¢do do oleo foi melhor. Os agentes
tenso ativos mais adequados foram os nio i6nicos, quando a atividade da lipase é menos
afetada. A temperatura 6tima de lavagem foi de 37 °C que € a temperatura étima desta
enzima. Os dados mostram que a utilizago de lipase de C. oylindracea na lavagem 4 37 °C

aumenta em 20% a remocéo de dleo da fibra de algodsio.

Na drea farmacéutica, lipases podem ser utilizadas para promover a digestio de
leos e gorduras dos alimentos, atuando como enzimas digestivas e em “kits” para

diagnéstico de triglicerideos sangiiineos (SOUSA, 1996).
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Um importante produto lipideo com grande potencial € o substituto sintético das
gorduras. Tem grande procura j4 que pode substituir diversas gorduras ¢ 6leos altamente
caléricos, além de possuir elevada estabilidade térmica e ndo ser absorvido pelo corpo
(GANDHI, 1997).

Através da utilizagfio de lipases pode-se sintetizar o aglicar ndo natural L-glucose,
que tem uso potencial como adogante nio calérico (SOBERON-CHAVEZ & PALMEROS,
1994).

O enriquecimento de triglicerideos com dcidos graxos n-3 poliinsaturados (PUFA)
em Oleos de sardinha ¢ de figado de bacalhau, at¢ 20% a mais que no oleo original é
relatada por CASTRO & ANDERSON (1995) e GANDHI (1997).

A mais importante aplicacdio das lipases em quimica orgénica € a produgédo de
compostos opticamente ativos ou compostos quirais (BJORKLING ef al., 1991; GILBERT,
1993; JAEGER et al., 1994; CASTRO & ANDERSON, 1995; GHOSH et al., 1996;
SCHMID & VERGER, 1998). As lipases sfo utilizadas na sintese destes compostos pois
sio capazes de transformar 4lcoois racémicos e acidos carboxilicos através da hidrélise ou

esterificagiio (SOBERON-CHAVEZ & PALMEROS, 1994).

Uma aplicagdo analitica das lipases, na determinaco de lipideos, ¢ o
desenvolvimento de biosensores de lipase que podem ser utilizados para a diagnose de
amostras clinicas, nas industrias de alimentos e bebidas, na andlise de poluentes

(contaminagio por pesticidas) e na industria farmacéutica (BENJAMIN & PANDEY,
1998).

As lipases microbianas podem também ser utilizadas em cosméticos atuando na

remogcéo de lipidios na epiderme (SEITZ, 1974).

Na indistria de polpa e papel o depésito de resinas sobre os cilindros de secagem
é, em muitos casos, um problema sério que diminui a qualidade do papel ¢ a produtividade.
O tratamento da polpa com lipases permite uma considerdvel melhora na produtividade
com aumento da qualidade (BJORKLING et al., 1991; SCHMID & VERGER, 1998).
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Diversas aplicagdes industriais das lipases microbianas, mencionadas por
GODTFREDSEN (1990), se encontram na Tabela 2.3.

TABELA 2.3. Areas de aplicagdo industrial das lipases microbianas

Industria

Efeito

Produtos

Alimentos lacteos

Panificac¢do

Bebidas

Temperos

Carne e peixe

Oleos ¢ gorduras

Quimica

Farmacéutica

Satde
Couro
Papel

Limpeza

Hidrélise de gordura de leite
Maduraco do queijo
Modificagdo da manteiga

Melhora do sabor e aumento

da vida de prateleira

Melhora do aroma

Melhora da qualidade

Desenvolvimento de sabor

e remogédo da gordura

Transesterificacio
Hidroélise

Enantioseletividade

Sintese
Transesterifica¢do
Hidrolise

Sintese
Transesterificacéo
Hidrélise
Hidrélise

Hidrélise

Agentes saborizantes

Produtos de panificaggo

Bebidas

Maionese, cremes

Produtos de carne e peixe

Manteiga de cacau, margarina
Acidos graxos, glicerol, mono
e digliceridios

Compostos quirais
Compostos quimicos
Lipidios especiais

Ajudas da digestdo
Emulsificadores, umectantes
Alimentos saudiveis
Produtos de couro

Produtos de papel

Agentes de limpeza

(surfactantes)
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2.2-Purificacio de proteinas

2.2.1-Aspectos gerais

BAILEY & OLLIS, em 1986, afirmaram que o desafio dos préximos anos setia
ndo s6 saber selecionar as melhores combinagbes de substratos, enzimas ou
microrganismos e processo de fermentagio, mas também o melhor processo de recuperagio

de um dado produto.

O objetivo principal na escolha da melhor estratégia de purificagdo ¢ obter
méaximo rendimento com méxima pureza a custos minimizados. Para isso € necessario

reduzir a0 minimo o niimero de etapas envolvidas (HARRIS & ANGAL, 1995).

A seqiiéneia tipica de operagdes para se obter um produto altamente purificado a
partir do caldo de fermentagéo, segundo BAILEY & OLLIS (1986), € a seguinte:

1. Remogcio dos insoluveis: filiragdo e centrifugacdo sao as operagdes unitarias mais
usadas nesta etapa, quase ndo ocorrendo concentragéo ou melhoramento da qualidade do

produto.

2. Separagiio priméria: extragdo por solvente, adsorgao, precipitacdo e ultrafiltrag8o sdo os

mais conhecidos. Nesta etapa a concentragio do produto desejado aumenta

consideravelmente ¢ substancias de polaridades distintas sdo separadas do produto.

3. Purificacfio; precipitagio fracionada, cromatografia, eletroforese e adsorgfio podem ser
usadas nesta etapa. Estas técnicas sdo altamente seletivas para o produto, ocorrendo a

remogio de impurezas com funcionalidade quimica e propriedades fisicas semelhantes

ao produto.

4. Separacfio final do produto: esta etapa depende da forma em que o produto serd
comercializada no mercado. Processos de cristalizagdo, centrifugaciio e secagem
(atomizagdo, liofilizagdo ou remogéo por solvente orgénico) sdo etapas que podem ser

usadas para a obtengio do produto seco.

Evidentemente essas etapas vio ser usadas de acordo com o tipo de produto,

concentracio e pureza desejadas.
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2.2.2-Métodos de purificaciio de alta resolucgio

Segundo AFEYAN et al. (1989) os processos de purificagio com alta resolucdo

sdo normalmente realizados a partir de técnicas cromatograficas. Entre as vérias técnicas

de cromatografia disponiveis, as de troca iénica, afinidade e filtragdo por gel, sdo as mais

usadas atualmente com aplicacio em grande escala. A Tabela 2.4 apresenta diferentes

alternativas para o uso da técnica de cromatografia em grande escala (ASENJO &

PATRICK, 1990).

TABELA 2.4 Métodos cromatograficos para purificagdo de proteinas em grande escala

Propriedades fisico- Operagéo Caracteristicas Usos
quimicas
Forcas de Van der Waals, | Adsorcio Alta resolugiio Sorgdo a partir
Pontes  de Hidrogénio, . de caldo bruto
Polaridade, Momento Dipolar Alta velocidade de fermentacdo,
Boa capacidade fracionamento
Carga (Curva de titulagiio) Troca iénica Alta resolugdo Sor¢fo  inicial,
Alta velocidade fracionamento
Boa capacidade
Hidrofobicidade na Interagiio Boa resolugio Fracionamento
Superficie hidrofobica Velocidade e capacidade | Parcial
P podem ser altas
Afinidade biolégica Cromatografia por | Excelente resolucgo Fracionamento,
afinidade adsor¢do a partir

Ponto isoelétrico

Peso molecular

InteragBes  hidrofébicas e

hidrofilicas

Cromatografia de
focalizagéo

Filtragdo por gel

Cromatografia li-
quida fase reversa

Alta velocidade
Alta capacidade

Altissima resolugio

Alta velocidade

Altissima capacidade
(limitada pelo tamanho)
Resolu§§o moderada
Baixa capacidade

Excelente desa-

linizagdo

para

Excelente resolucio
Capacidade intermediaria

do caldo bruto

Fracionamento,
adsor¢do a partir
do caldo bruto

Desalinizag#o,
remocio
solvente

de

Fracionamento
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N&o ha regras pré-estabelecidas para determinar quais técnicas devem ser usadas
para uma dada separagio e purificagdo, no entanto, a experiéncia mostra que
(BJURSTROM, 1985): cromatografia de troca idnica pode ser usada em qualquer etapa do
processo, mas ¢ freqiientemente empregada como uma técnica inicial, j4 que é capaz de
reter uma grande quantidade de proteinas. Cromatografia de afinidade pode ser usada em
qualquer estagio, mas é mais particularmente eficiente quando concentragbes baixas do
produto estiverem presentes em grandes volumes de solugdo contendo muitos
contaminantes. Filtragio em gel ¢ mais adequada para o estagio final de purificagdo, se

poucos contaminantes estiverem presentes e se o volume do processo néo for muito grande.

2.2.3-Cromatografia de interagéo hidrofébica (HIC)

Embora seja menos seletiva que a cromatografia por afinidade, é uma técnica
simples com aplicabilidade muito ampla, ndo sendo limitada somente & separagéo de
biomoléculas. E uma excelente complementagfo para cromatografia por troca ibnica €
permeagio em gel. Considerando que relativamente poucas proteinas se ligam as cadeias
alifiticas curtas imobilizadas em baixas concentragdes de sal, a cromatografia por
hidrofobicidade pode ser utilizada para diversos tipos de proteinas, toda vez que as
interacdes hidrofébicas aumentam sua intensidade com aumento na concentragio de sal. A
adsorcdo requer fregiientemente a presenga de fons “salting-out” tais como cloreto de sodio
e sulfato de amédnio. A influéncia de certos ions na estrutura da proteina foi primeiro
descrita por HOFMEISTER em 1888 (citado por HARRIS & ANGAL, 1995). Tfons
“salting-out” diminuem a disponibilidade de moléculas de dgua na solugdo, aumentam a
tensdio superficial e as interacdes hidrofébicas. Ao contrario, fons “salting-in” ou
caotropicos como tiocianato impedem a interagio ndo-idnica (HARRIS & ANGAL, 1995).
Consequentemente em alta concentragio do sal, a maioria das proteinas podem ser

adsorvidas por grupos hidrofébicos fixos na matriz.

A vantagem da cromatografia de interagao hidrofobica sobre a cromatografia de
froca idnica estd no fator hidrofébico que ¢ muito mais seletivo j& que o grau de
hidrofobicidade utilizado pode ser variado, enquanto que para a troca idnica a escolha esta
limitada a positivo ou negativo (HOFSTEE & OTILLIO, 1978). A eficécia da HIC €

geralmente reduzida pela presenca de contaminantes hidrofébicos na ahmentac;ao
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2.2.3.1-Principio do método

Interacdo hidrofobica é a tendéncia das cadeias aliféticas ou de outras estruturas
ndo polares de se associarem quando estio em agua (YON, 1978). HOFSTEE (1973) e
SHALTIEL & ER-EL (1973), propuseram o termo “cromatografia hidrofébica” com a
implicita consideragio que a interagio entre as proteinas e os ligantes hidrofdbicos
imobilizados é similar & associagfio de pequenas moleculas organicas aliféticas em agua.
PORATH et al. (1973) sugeriram um efeito de “salting out” na adsorgdo hidrofébica,
ampliando as observagdes iniciais feitas por TISELIUS em 1948. Eles também sugeriram
que “a forca impulsora é o ganho de entropia a partir de mudancas na estrutura da agua que

rodeia e interage com os grupos hidrofdbicos”.

Este conceito foi depois estendido e formalizado por HJERTEN (1977), quem
fundamentou sua teoria na bem conhecida relagdo termodindmica: AG = AH — T AS. Ele
consideroun que o deslocamento das moléculas ordenadas de agua dos arredores dos ligantes
hidrofébicos e das proteinas origina um incremento na entropia (AS) resultando num valor
negativo para a energia livre (AG) do sistema. Isto implica que a interagdo ligante

hidrofobico-proteina € termodinadmicamente favordvel.

Uma teoria alternativa estd baseada no paralelismo entre o efeito dos sais neutros
no “salting out” e a HIC. De acordo com MELANDER & HORVATH (1977), a interacdio
hidrofébica € responsavel pelo aumento na tensdo superficial da 4gua a partir da estrutura
formada pela dissolu¢io de sais. De fato, uma combinagfio dos dois mecanismos e sua
extensdo tem sido explorada antes que os adsorventes hidrofobicos fossem sintetizados.
SRINIVASAN & RUCKENSTEIN (1980) propuseram que a interagdio hidrofébica &
devida as forgas de atragiio de Van der Waals que ocorrem entre as proteinas e os ligantes
imobilizados. A base desta teoria é que as forgas de atragfio de Van der Waals entre

proteinas e ligantes aumenta na presenca de sais que favorecem o “salting out™.

As proteinas sdo compostas por cadeias de aminoéacidos, com grupos laterais
ligados, alguns dos quais sdo hidrofobicos. Os aminoécidos alanina, valina, leucina e

isoleucina tém cadeias hidrocarbonadas ligadas; a prolina tem um hidrocarboneto ciclico

20



Capitlo Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

ligado; a fenilalanina, tirosina e triptofano tém anéis aromdticos ligados. As proteinas
ordenam-se em solugdes aquosas para atingir a minima energia livre colocando muitos dos
seus grupos hidrofébicos dentro de si e os grupos com carga, no exterior. Alguns grupos
hidrofébicos que ficam expostos, originam regides hidrofébicas disponfveis para se
associar com grupos hidrofébicos de uma matriz (OCHOA, 1978; WHEELWRIGHT,
1991, PESLIAKAS ef al., 1992), como indicado na Figura 2.1 (SHALTIEL, 1934).
Diferentes modelos de adsorgio de proteinas em matrizes hidrofobicas, sugeridos por
SHALTIEL (1974) e OCHOA (1978), sio apresentados na Figura 2.2.

",%i / Juperkicial MidraPbics
‘{a?:_(_ ’f- axprrks

¥ balzs hidrotobics

7

—

Figura 2.1. Representagfio esquemdtica da molécula de proteina indicando areas
hidrofébicas

O modelo simplista da estrutura ternaria de uma proteina confere uma envoltura
externa essencialmente hidrofilica em volta de um ntcleo hidrofébico. No entanto, a
hidrofobicidade da superficie ocorre devido a presenca, na superficie, de cadeias de
aminoacidos ndo polares como alanina, metionina, riptofano e fenilalanina.
Provavelmente a hidrofobicidade da superficie nio somente ajuda estabilizar a
conformagio da proteina, mas forma a base das interacbes especificas relacionadas com a
fungdio biolégica da proteina (HARRIS & ANGAL, 1995). Os aminoécidos da superficie
hidrofobica sio usualmente organizados em blocos, intercalados com dominios mais

hidrofilicos. O nimero, tamanho e distribuicdo destas regides ndo ibnicas ¢ uma

21



Capitulo II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

caracteristica de cada proteina e pode portanto ser usada como uma base para sua separacio
(HARRIS & ANGAL, 1995).

1 =

//

(c) (D)

Figura 2.2. Modelos de adsorgdo de protefnas em matrizes hidrofobicas (OCHOA, 1978).
(a) Modelo sugerido por SHALTIEL ( 1974); (b) e (c) Adsorgsio multiponto; (d)
Forgas hidrofobicas de intensidade diferente devido as irregularidades da
superficie da matriz.

2.2.3.2-Fatores que influenciam na cromatografia de interacéio hidrofébica

Os principais fatores a levar em conta quando se faz a escolha de um meio

hidrof6bico para um processo de separagiio, sdo:

l. Tipo de ligante e grau de substituicio, expresso em pmel de
ligante/ml de gel hidrofébico;

2. Tipo e concentragfio do sal;
pH;

4. Temperatura.

22



- Capitulo II REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tipo de ligante e grau de substituicio

O tipo de ligante imobilizado (alquila ou arila) determina a seletividade da
adsor¢do sobre o adsorvente hidrofébico (HOFSTEE, 1973; SHALTIEL & ER-EL, 1973;
HOFSTEE & OTILLIO, 1978). Geralmente, ligantes com cadeia alquila apresentam um
comportamento hidrofébico “puro” enquanto que ligantes arila apresentam um
comportamento “misto” onde as interagdes hidrofébicas e aromaticas sdo possiveis
(HOFSTEE & OTILLIO, 1978). Foi também estabelecido que, para um grau constante de
substituicio, a capacidade do adsorvente HIC para ligar proteina aumenta com o aumento
do comprimento da cadeia do hidrocarboneto (HOFSTEE & OTILLIOC, 1978; YON, 1978).
A escolha entre ligantes alquila ou arila ¢ empirica e deve ser estabelecida através de

“screening” para cada problema especifico de separaggo.

A capacidade de ligar proteina do adsorvente HIC aumenta com o aumento do
grau de substituigdo do ligante imobilizado. Para um grau elevado de substituicdo de
ligante, a capacidade aparente do adsorvente permanece constante (¢ atingido um patamar)
mas a forga das interagdes aumenta. Os solutos ligados sob essas circunstincias s@o
dificeis de serem eluidos devido as multiplas ligagdes (JENNISEN & HEELMEYER, 1975;
MAISANO ez al., 1985).

A retengdo de uma proteina é dependente da densidade do ligante e do tamanho
da molécula. FAUSNAUGH et al. (1984) acharam que proteinas grandes foram mais
fortemente retidas por matrizes com elevada densidade de ligante; moléculas pequenas
mostraram menor impacto da densidade do ligante na retengdo, resultado que ¢
provavelmente devido ao elevado numero de regides hidrofobicas das moléculas maiores.

A densidade do ligante também tem influéncia na resolugéo, ainda que ndio necessariamente

de uma maneira preditiva.

Tipo e concentragio do sal

A adigiio de vérios tipos de sais (“salting-out”) no tampio de equilibrio e na
amostra em solugio promove as interagdes protena-ligante na cromatografia de interagéo

hidrofébica (PORATH et al., 1973; PAHLMAN et al., 1977, NARHI et al., 1989;
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ARAKAWA & NARHI, 1991). Quando a concentracio dos sais aumenta, a quantidade de
proteina ligada também cresce, quase linearmente, até uma concentragio especifica do sal,

€ continua aumentando de maneira exponencial em concentragdes mais elevadas.

Um aumento significativo na capacidade de adsorc@o pode ser notado quando a
concentra¢do do sal estd acima do ponto de precipitacdo. Este fenémeno é provavelmente
devido & precipitagio de proteinas sobre a columa. Isto tem um efeito negativo na
seletividade do adsorvente hidrofébico.

O efeito dos sais na adsorcfio hidrofébica pode ser explicado em referéncia as
series de HOFMEISTER para a precipitagdo de proteinas ou por sua influéncia positiva em

aumentar a tenséo superficial da dgua.

pH

Em geral, um aumento no pH debilita as interagdes hidrofobicas (PORATH er al.,
1973; HIERTEN, 1973), provavelmente como resultado de um aumento na forca dos
grupos com carga elétrica, ocasionando entfio um aumento na hidrofilicidade das proteinas.
Por outro lado, um decréscimo no pH resulta num aumento aparente das interacdes
hidrofébicas. Assim, as protefnas que ndo se ligam ao adsorvente a pH neutro, poderiam se
ligar a pH 4cido (HALPERIN et al, 1981). HJERTEN er al. (1986), acharam que a
retencdo de proteinas muda mais drasticamente em valores de pH acima de 8,5 e/ou abaixo

de 5, que no intervalo de pH compreendido entre 5 ¢ 8.
Temperatura

Baseado na teoria desenvolvida para a interacdo de solutos hidrofébicos em agua,
HIERTEN (1976) considerou que a ligago de protefnas em adsorventes hidrofobicos &
favorecida pela entropia [AG = (AH — T AS) ~ T AS], o que implica que a interacdo
aumenta com o aumento da temperatura. E interessante notar que as forcas de atracfio de
Van der Waals, as quais estdo presentes nas interacdes hidrofébicas, também aumentam
com o aumento da temperatura. Embora, o efeito oposto foi indicado por VISSER &
STRATING (1975) que acharam que o papel da temperatura na HIC ¢ de natureza
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complexa. Esta aparente discrepancia deve-se, provavelmente, aos efeitos da temperatura
na conformacio estrutural das diferentes protefnas ¢ nas respectivas solubilidades em

solugdes aquosas.

2.2.3.3-Matrizes

E importante ressaltar a contribui¢do do material que conforma a matriz. Os dois
tipos de suporte mais freqiientemente utilizados séo carboidratos fortemente hidrofilicos,
por exemplo agarose com ligagdes cruzadas, com uma cadeia alifitica ligada para dar
hidrofobicidade, ou materiais copolimeros sintéticos (WHEELWRIGHT, 1991). A
seletividade de um suporte copolimer¢ nfio sera exatamente a mesma quando comparado
com um suporte baseado na agarose contendo o mesmo tipo de ligante. Para obter o
mesmo tipo de resultados utilizando uma matriz de agarose ou um suporte copolimero, é

necessario modificar as condi¢des de adsorcéo ¢ eluigéo.

Adsorventes hidrofébicos tipicos disponiveis comercialmente incluem compostos
com cadeias alifiticas lineares com 4, 6, 8 e 10 atomos de carbono, como também as
mesmas cadeias contendo um grupo amino terminal. O potencial de variagio da natureza
do substituinte ¢ infinita, mas o comportamento de cada um € similar. Os grupos mais
utilizados sdo phenyl-, butyl-, octyl- ou hexyl-, ¢ aminohexyl- dando origem a matrizes

(géis) diversas (SHALTIEL, 1984).

2.2.3.4-Condic¢des de operacio

A cromatografia de interagdio hidrofébica proporciona uma poderosa ferramenta
para separacdo de moléculas, aplicével & purificagio de muitas proteinas. O emprego destia
técnica ¢ ideal quando a mesma é utilizada imediatamente apds a precipitagdo com sal,
onde a forca ionica da amostra aumentard as interacdes hidrof6bicas. No processo de
purificacdo onde a proteina alvo ¢ eluida em um gradiente de forga idnica decrescente, ela

pode ser seguida por uma troca idnica com pouca necessidade de mudanga no tamp3o.

A chance de se ter uma boa separa¢do em uma coluna hidrofobica é grande devido

a: primeiro, a capacidade para proteinas ¢ muito alta, na mesma faixa que os trocadores
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16nicos (10-100 mg/cm3); segundo, a adsor¢do ¢ realizada em altas concentragfes de sal,
ndo sendo necessdrio trocar o tampdo de uma amostra antes de sua aplicagio na coluna
hidrofébica, necessitando somente acrescentar sal o suficiente para garantir a ligacio do
componente requerido. As recuperagbes sdo freglientemente excelentes devido a acéo
estabilizadora do sal (SCOPES, 1988).

A operag#o das colunas hidrofdbicas ¢ muito similar 4 da coluna de troca idnica.
A coluna € primeiro equilibrada, a amostra ¢ adsorvida & matriz, o produto & eluido, a
coluna € regenerada para remover algumas proteinas remanescentes e preparada para ser
reutilizada. A coluna ¢ reequilibrada ¢ pode, entfio, iniciar-se um novo ciclo de processo
(HARRIS & ANGAL, 1995).

As proteinas sdo eluidas da matriz hidrofébica por reducgo da forca da ligaciio
hidrofébica através de mudangas na fase moével, como diminui¢io do teor salino
(PORATH, 1986), ou por alteraciio da conformagfo da proteina. Regulando as variaveis da
fase mével como concentragiio do sal, tipo do sal e pH, a retencfo pode ser afetada. O
emprego de detergentes suaves ou baixas concentragdes de agentes desnaturantes podem

mudar a estrutura da proteina o suficiente para ser liberada da matriz.

Segundo HARRIS & ANGAL (1995), a variedade de condigBes que podem ser
utilizadas para elui¢do em matrizes hidrofébicas, confere a HIC grande capacidade para a

separacfo de misturas complexas de proteinas. Dentro destas incluem-se as seguintes:
a) Redugdo da forga idnica usando um gradiente de ¢luigéio;

b) Aumentando o pH, a maioria das proteinas ganham carga negativa e tornam-se mais

hidrofilicas sob condigdes levemente alcalinas;

¢) Reduzindo a temperatura, teoricamente promoveria a elui¢do, entretanto o efeito da

temperatura € muito pequeno para ser usado como um agente de eluicso;

d) Meétodos de deslocamento por adiglio de um componente o qual tenha uma atragiio mais

forte pelo ligante ou torna a protefna mais hidrofilica:

dl. Alcoois aliféticos, como por exemplo propanol, butanol e etileno glicol. Eles

reduzem a polaridade da solugfio € promovem ruptura das interagSes hidrofgbicas.
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d2. Aminas alifticas, como por exemplo, butilamina. Tém o efeito de reduzir a
polaridade da solugio causando dessorgdo. As aminas podem-s¢ ligar a proteina ou

aos grupos da matriz hidrofébica.

d3. Detergentes idnicos, como sulfato duodecil de sodio, e nfo idnicos como Tween 20
ou Triton X-100. Os detergentes ibnicos sdo mais facilmente removidos da coluna
apos dessorgio da proteina, mas podem causar desnaturagio da proteina. Os
detergentes nio iénicos sdo mais suaves e podem ser usados em concentragdo de 1 a

3% sem causar perda de atividade.

Como a interagiio hidrofébica estd baseada num processo de adsorgdo leve, as
fracGes protéicas obtidas usualmente sio ativas biologicamente. Isto contrasta com a
cromatografia de fase reversa na qual as proteinas sdo continuamente eluidas num estado

desnaturado (BERGGRUND et al., 1994).

2.2.3.5-Aplicagdes da HIC na purificagdio de lipases microbianas

No processo de purificaglo, a remogdo de cclulas do meio é obtida por
centrifugacio ou filtragio; a solugdo livre de células ¢ entdo concentrada por ultrafiltracéo,
precipitagio ou extragio com solventes organicos. Depois de serem concentradas e
parcialmente isoladas as lipases microbianas extracelulares sfo purificadas por uma
combinagio de métodos cromatograficos (TAIPA. ez al., 1992). Diferentes procedimentos
de purificagio de lipases microbianas, que incluem cromatografia de interagéo hidrofébica,

relatados na literatura sdo descritos a seguir.

Um dos procedimentos de purificacdo foi elaborado e adaptado a natureza
hidrofobica da lipase de Pseudomonas sp. ATCC 21808. A preparacdio de lipase bruta foi
concentrada por ultrafiltragéo, seguida por cromatografia de troca idnica em Q-Sepharose e
cromatografia de interagdo hidrofobica em Octyl Sepharose. A eluigio da enzima foi feita
com 2-propanol com rendimento de 56% e fator de purificago de 159 vezes. O 2-propanol
foi entdio removido da coluna de Q-Sepharose. A eletroforese em SDS-PAGE revelou uma

banda simples de proteina com peso molecular de 35 000 Da (KORDEL & SCHMID,
1990).
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Lipase produzida por Pseudomonas fluorescens foi purificada por precipitagio
com sulfato de aménio e cromatografia com DEAE-celulose e Octyl Sepharose CL-4B.
Esta lipase foi purificada quase 3390 vezes ¢ a recuperaclo da atividade original foi de
21%. O peso molecular da lipase estimado por eletroforese em SDS-PAGE foi de 45000
Da (SZTAJER et al., 1991).

Depois de ser precipitada com sulfato de aménio e submetida & ultrafiltracio ¢
diluigdo até 1 mg/mL, lipase de S. aureus foi incubada com Octyl Sepharose CI-4B (1
grama de gel/10 mg de proteina) durante 20 horas a 4-§ °C, sob agitagfo suave. O gel
lavado e equilibrado foi colocado numa coluna, sendo a lipase eluida com um gradiente
linear de Triton X-100. A recuperagio de atividade foi de 83% ¢ o fator de purificagio de
109 vezes (TURGENS & HUSSER, 1981).

TYSKI ez al. (1983) aplicou um procedimento multi-etapa que envolve
precipitagdo com sulfato de aménio e cromatografia em Phenyl Sepharose CL-4B, seguida
por filtracsio em gel através de Sepharose CL-4B, para purificagiio de lipase de uma
linhagem de S. aureus. Uma segunda cromatografia em Sepharose CL-4B da preparacio de

lipase foi realizada como tltimo passo de purificaco.

Uma lipase termoestavel de Bacillus sp. foi purificada 7762 vezes, com
recuperag@o do 9%, usando método de fracionamento com sulfato de aménio, seguido de
tratamento com acrinol e cromatografia seqgiiencial em colunas de DEAE-Sephadex A-50,
Toyopearl HW-55F e butyl Toyopearl 650M. A enzima purificada € uma proteina
monomérica com peso molecular de 22000 Da e pl de 5,1 (SUGIHARA er al., 1991b).

Uma metodologia de somente dois passos, para purificagio de lipase de Bacillus
pumillus, utilizando cromatografia de interacdo hidrofébica € relatado por MATHIS et al.
(1988). A solugdo enzimitica bruta foi aplicada em coluna hidrofdbica de Pluronic L-94
(copolimero de polietilenglicol e polipropilenglicol) em Sepharose 6B, eliminando-se os
contaminantes com NaCl 3M. A elui¢fo foi efetvada diminuindo a concentragéio de NaCl
na fase mével até 0,2M. A recuperaciio de atividade foi de 86% e o fator de purificagfio de

140 vezes.
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Utilizando coluna hidrofébica de butyl Sepharose equilibrada com tamp#o tris
50mM (pH 8) contendo 0,1M NaCl, RUA et al. (1997) purificaram lipase de Bacillus
thermocatenulatus. A eluicdo foi feita com 4cido cdlico 1%, no mesmo tampéo. O fator de

purificagfio obtido foi de 28 vezes e a recuperacéo de 51%.

A utilizagio de gel hidrofébico (1,4-butanodiol diglicidil éter acoplado a
Sepharose CL-6B), para purificaciio de lipase de Chromobacterium viscosum, ¢ relatada
por QUEIROZ et al. (1995). Foi utilizada lipase comercial (3880 U/mg), sendo a
recuperagio de atividade de 89% e a recuperagio de proteina de 79%, com fator de
purificagio de 1,3 vezes. Em experimentos realizados com gel hidrofobico PEG 10000-
Sepharose CL-6B e a mesma preparagdio lipolitica comercial, foi recuperado 75% da
proteina e 79% da atividade lipolitica com fator de purificagio de 1,1 vezes (QUEIROZ et
al., 1996).

Viérios métodos cromatograficos (cromatografia em Q-Sepharose, filtragéo em gel
Sephacryl 200, cromatografia hidrofébica em Phenyl Superose e cromatografia em resina
Mono-Q) foram utilizados para purificagdio de lipase de Lactobacillus plantarum 2739. A
recuperago global foi de 8% e o fator de purificagéo de 482 vezes. O peso molecular da
enzima, determinado através de SDS-PAGE, foi de 65 kDa (GOBETTI et al., 1996).

RUA & BALLESTEROS (1994) relatam a purificagio de lipase de Candida
rugosa em coluna hidrofobica de Phenyl Sepharose e colunas de Sephadex G-25 e
Sephacryl HR-100. A recuperacio global foi de 50% e o0 fator de purificagfo de 9,6 vezes.

Lipase produzida por Aspergillus foi purificada por troca idnica em coluna de CM-
52 celulose, troca anidnica em coluna de DEAE-celulose e cromatografia hidrofébica em
Octyl Sepharose, atingindo-se uma recuperagao de 25%. A lipase de Aspergillus

apresentou uma banda simples em gel de poliacrilamida SDS, com peso molecular de

47800 Da (TOMBS & BLAKE, 1982).

Uma solugéio lipolitica de Aspergillus niger fol purificada por precipitagdo com
sulfato de aménio, interacfio hidrofébica (butyl Toyopearl 650M), filtracio em gel
(Sephadex G-75), cromatografia de troca anidnica (DEAE-Sepharose CL-6B) e adsorgédo
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sobre hidroxiapatita. Com este procedimento a lipase foi purificada quase 600 vezes,
quando comparada com o caldo bruto, com recuperacdo de 34%. A preparacfio enzimatica
final deu uma banda simples em SDS-PAGE. O peso molecular estimado da enzima foi de
35000 Daeopl de 4,1 (SUGIHARA er al., 1988).

Duas isoenzimas lipoliticas (I e II) foram isoladas e purificadas a partir de lipase
bruta de Aspergillus niger, por uma combinacdio de cromatografia de troca idnica em
DEAE-Trisacryl-M, filtragdo em gel Sephadex G-50 e cromatografia hidrofobica em
Phenyl Sepharose CL-4B (ANTONIAN, 1988).

Com o objetivo de obter cristais de lipase de Geotrichum candidum para analise
com raios X, uma amostra desta lipase foi purificada até homogeneidade (MENGE et al.,
1990). O procedimento de purificaciio envolve cromatografia de troca ibmica em Q-
Sepharose e interagdo hidrofébica em Phenyl Sepharose. A enzima obtida foi uma

glicoproteina com peso molecular de 61600 Da.

A purificagio de lipase de Geotrichum sp. foi descrita por SUGIHARA et al.
(1990). Apés fracionamento com sulfato de aménio, cromatografia de troca idnica em
DEAE-Sephadex A-50 e exclusio em Sephadex (G-100, a amostra foi injetada em coluna
hidrofébica de butyl Toyopearl 650M, obtendo-se duas fragGes I e II. A recuperacdo foi de
81%, com fator de purificagtio de 1,05 vezes, para a lipase I, enquanto que para a lipase 11 a
recuperacio foi de 12%, com fator de purificacdo de 1,02 vezes. A massa molar, estimada
por SDS-PAGE, e o ponto isoelétrico da lipase I foram 64 kDa e 4,3 respectivamente; para

a lipase II a massa molar foi de 66 kDa e o pl de 4,3.

Lipase comercial de Georrichum candidum GC-20, dissolvida em sulfato de
aménio 1M pH 6,8, foi purificada em coluna de Octy! Sepharose. A recuperagdo de
atividade foi de 112% e o fator de purificacfio de 9 vezes. A enzima purificada resultou ser
uma glicoproteina composta de cinco isoenzimas que variam em massa molar, estimada por
SDS-PAGE, (64, 62 e 59 kDa) e ponto isoelétrico (4,40, 4,47, 4,58, 467 e 4,72)
(BAILLARGEON, 1990).

O emprego da resina hidrofébica Octyl Sepharose para purificagdo parcial de
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lipase de G. candidum NRRL Y-553, é relatado por BAILLARGEON & McCARTHY
(1991). Apés incubagdo do caldo bruto com Octyl Sepharose, durante 30 minutos sob
agitacio suave, o gel foi lavado ¢ empacotado em coluna. A eluigdo foi realizada com
gradiente linear de Emulphogene BC-720 em agua. A recuperagio de atividade atingiu
96%, enquanto que o fator de purificagfio foi de 14 vezes. Através da determinag&o do pl
foram identificadas cinco isoenzimas (pl 4,88, 4,78, 4,65, 4,57 e 4,52). Os pesos
moleculares estimados por SDS-PAGE oscilam entre 64 kDa ¢ 57 kDa.

Duas etapas cromatogrificas sucessivas (cromatografia de troca idnica em Q-
Sepharose FF e cromatografia hidrofobica em Phenyl Sepharose CL-4B), foram utilizadas
por HEDRICH et al. (1991) para purificagdo de lipase comercial de G. candidum. A
recuperagio global de atividade foi de 42%, com fator de purificagdo de 13,2 vezes. O
peso molecular estinado mediante SDS-PAGE foi de 61,6 kDa, enquanto que a
determinagiio do ponto isoelétrico indicou a presenga de cinco diferentes fra¢des (pl 4,46,
4,50, 4,55, 4,66 e 4,76).

As lipases produzidas por uma linhagem de G candidum ATCC 34614 foram
recuperadas do caldo bruto filtrado, misturado com NaCl na concentragdo 2M, apods
incubagiio com Phenyl Sepharose durante 16 horas a 4 °C. Depois da lavagem da resina
com tampdo contendo 2M NaCl e posterior empacotamento em coluna, as lipases foram
cluidas com etilenoglicol em 4gua a 60%. A recuperacdo de atividade foi de 76%. Os
pesos moleculares das duas fragbes obtidas foram 50,1 kDa e 55,5 kDa, com pl de 4,61 ¢
4,47, respectivamente (SIDEBOTTOM et al., 1991).

Apbs os passos iniciais de purificagBio (fracionamento com sulfato de aménio,
cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephadex, filtragio em gel Sephadex (G100),
solugdo enzimética contendo lipase de G. candidum, foi injetada em coluna de butyl
Toyopearl 650S. Depois de uma segunda cromatografia em coluna Bakerbond propyl-HI, a
lipase foi eluida com gradiente decrescente de sal. Foram obtidas quatro fragbes com
atividade lipolitica, sendo a recuperacéo de atividade de 78%, 6,6%, 7% ¢ 1%, com fatores
de purificagdo de 1, 1, 3 e 1,7 vezes, respectivamente. Os pesos moleculares das diferentes
fragBes, obtidos por SDS-PAGE, foram 66 kDa (1), 66 kDa (I1), 64 kDa (III) e 56 kDa (IV}),
(SUGIHARA et al., 1993).
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Lipase produzida por uma linhagem de Geotrichum sp. FO 401B, pré-purificada
por precipitacdo com acetona, cromatografia de troca iémica em coluna DEAE-Toyopearl
650M e concentrada por ultrafiltracio, foi injetada em coluna hidrofébica butyl Toyopearl
650M. Foram obtidas trés fragBes com atividade lipolitica (A, B e C) sendo a recuperagio
de atividade de 10,3%, 6,4% e 32,2%, respectivamente ¢ os fatores de purificagio de 57,9 e
79,4 para as fragBes A e C. As massas molares das fragbes A e C, estimadas por SDS-
PAGE, foram 62 kDa ¢ 58 kDa, respectivamente (ASAHARA et al., 1993).

Um método de purificagdio de lipase, similar ao descrito por ASAHARA er al.
(1993), foi aplicado para purificagio de lipase de Geotrichum sp. FO 274A. Foram
determinadas trés fragbes (A, B e C) com atividade lipolitica. A recuperacdo de atividade
foi de 7,1%, 18,3% e 51,3%, enquanto que o fator de purificagio foi de 19, 39 e 74 vezes
para as fragSes A, B e C, respectivamente (IKEMOTO & OTA, 1996).

Duas maneiras de purificagfio parcial de lipase extracelular produzida por uma
linhagem selecionada de Mucor miehei, foram relatadas por HUGE-JENSEN et al., (1987).
Lipase A foi purificada 15 vezes, comparada com a lipase bruta em pd, com 57% de
recuperagio, por cromatografia em DEAE-celulose e cromatografia de afinidade em coluna
de Con A-Sepharose. A lipase B foi purificada da lipase bruta em pé, por cromatografia
em DEAE-Sepharose ¢ cromatografia hidrofébica em Phenyl Sepharose, com um fator de

purificagfio de 8 vezes e recuperacdo de atividade de 32%.

Lipase de uma linhagem de Penicillium citrinum foi purificada por precipitagio
com sulfato de aménio, cromatografia de filtragio em gel utilizando coluna de Superose 6 e
cromatografia de interagdio hidrofobica (HIC) em coluna de Phenyl Superose. A
recuperagio e o fator de purificagéio foram de 15,2% e 379 vezes, respectivamente. A
lipase de P. cifrinum forma um dimero de 63000 Da, determinado através de SDS-PAGE: o
analise do dimero apresenta duas subunidades com pesos moleculares (31000 e 33000 Da)
e pontos isoelétricos similares (4,8 e 5,0) (KRIEGER et al., 1999).

Uma lipase extracelular de Penicillium simplicissimum, previamente concentrada
por filtragiio e precipitagdio com sulfato de aménio, foi purificada por cromatografia de

interagdo hidrofébica em coluna de Phenyl Sepharose. Foram obtidas recuperagdo de
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25,7% e purificagdo de 3000 vezes. A enzima apresentou peso molecular de 56000 Da,
determinado por SDS-PAGE (SZTAJER et al., 1991).

Cromatografia em coluna hidrofébica de Phenyl Sepharose CL-4B, apés
precipitagdo com sulfato de aménio, foi utilizada para purificar lipase de Penicillium
expansum DSM 1994. A recuperacio foi de 5% com fator de purificagiio de 219 vezes
(STOCKLEIN et al., 1993).

Depois de ser precipitada com sulfato de amdnio, centrifugada e redissolvida em
tampdo fosfato de sodio, lipase de Rhizomucor miehei foi purificada utilizando colunas
cromatograficas de Phenyl Sepharose 6 FF ¢ DEAE-Sepharose. A purificagio final foi de
42 vezes, com 32% de recuperag@io (YAN WU et al., 1996).

Através de cromatografia em hidroxiapatita, Octyl Sepharose e Sephacryl §-200,
lipase de Rhizopus japonicus NR40O foi purificada até homogeneidade. Uma purificaco
final de 93 vezes foi obtida, com recuperagio de 31%. A lipase purificada apresentou uma
banda simples em SDS-PAGE, com peso molecular de 30000 Da (SUZUKI er al., 1986).

Uma preparagio bruta de lipase de Ustilago maydis ATCC 14826 foi injetada em
coluna de troca idnica S-Sepharose, obtendo-se duas fragbes (I e II) com atividade
lipolitica. A lipase I foi aplicada em coluna de butyl Sepharose, com recuperagéo global de
12%. A lipase II foi purificada com recuperagiio de 13,5%, em colunas de DEAE-
Sepharose e butyl Sepharose (LANG et al., 1991).

2.3-Processo CARE (Continuous Adsorption Recycle Extraction)

PUNGOR et al. (1987) propuseram um processo de extragio continua com recicio
utilizando o principio de cromatografia por afinidade, onde a purificagdo ¢ conduzida em
dois reatores agitados, interligados em série, ¢ ndo em um leito fixo de particulas
adsorventes. Este processo, conhecido como CARE - “Continuous Adsorption Recycle
Extraction”, foi proposto com a finalidade de superar algumas limitagdes operacionais
relativas & cromatografia por afinidade em leito fixo, tais como: alto custo, dificuldade de
operacdio em grande escala, dificuldade na ampliagdo de escala e operagao continua, além
de limitagdes difusionais.
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O processo CARE, esquematicamente representado na Figura 2.3, consiste de dois
reatores, um de adsor¢fio ¢ outro de dessorgfio, com reciclo do suporte. O reator de
adsor¢dio € alimentado a partir do fermentador contendo a enzima a ser purificada e seus
contaminantes. Neste estégio, a enzima ¢ ligada ao suporte enquanto que os contaminantes
sdo eliminados utilizando tampdo de lavagem. O suporte junto com a enzima sio
bombeados ao segundo estagio, onde ocorre a dessorgio com tampéo de eluigio. A seguir,
o suporte € reciclado ao estigio de adsorcdo. Os dois reatores sdo perfeitamente agitados e
o adsorvente permanece nos reatores devido a presenca de um filtro macroporoso. O
produto ¢ removido continuamente através do filtro retentor. (PUNGOR et al., 1987;
GORDON & COONEY, 19838; GORDON & COONEY, 1989; AFEYAN ez al., 1989;
GORDON et al., 1990a).

TAMPAO DE TAMPAO DE

ALIME]TAQAO LAVAGEM ELUICAO
Estégio g .

deg Reciclo do Estagio _de

Adsorgéo Adsorvente Dessorgéo

L =

RESFDUO PRODUTO

FIGURA 2.3 Esquema do processo CARE duplo estagio

Este processo foi inicialmente aplicado por PUNGOR er al (1987) utilizando
adsor¢do por afinidade, na recuperagio e purificacio de $-galactosidase (proteina
intracelular) produzida por Escherichia coli, usando como ligante p-aminobenzil-1-thio-B-

D-galactopiranosido-agarose (PABTG, gel de agarose).

A versatilidade do processo CARE ¢ demonstrada no trabalho experimental de
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GORDON & COONEY (1990) pela extensio do conceito de um sistema de processo
continuo de adsorcdo por afinidade para adsorgdo por troca iGnica, aplicado tambeém para a
purificagdio de PB-galactosidase. Diferindo da purificagdo por afinidade, mais de uma
proteina é adsorvida na fase s6lida, necessitando entdo do uso de mais de um estagio de

dessor¢do.

O processo CARE, duplo estagio, foi simulado e otimizado por RODRIGUES
(1993), utilizando dados cinéticos de adsorgéio e dessorgdo da lisozima obtidos por CHASE
(1984a), obtendo um fator de purificagdo de 22 vezes e rendimento de 85%.

Este mesmo processo foi estudado para purificagiio de cefalosporina C, sendo
avaliado através de simulagdo e otimizado, com base no comportamento cinético de
adsor¢io e dessorgio da cefalosporina C em resina Amberlite XAD-2. O processo
apresentou recuperagdo em torno de 8.0%, fator de purificagio de 10 vezes e fator de
concentragio de 1,6 vezes (BARBOZA, 1998).

Uma modificagdo do processo CARE duplo estagio, foi proposta para a produgdo
de dextrana. A simulagio do processo foi feita baseada na adsorgao e dessorcdo da enzima
dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides NRRL-B512F, responsavel pela sintese
do polimero, em resina DEAE-celulose. Atraves da otimizacdo por andlise de superficie de
resposta foram obtidos rendimentos na faixa de 80-90% (CURRALERO ef al., 1998).

GORDON ef al. (1990b) apresentaram duas configuragles alternativas para ©
processo CARE. O projeto basico com dois estagios de contato foi modificado pela adi¢do
de um estagio de lavagem intermedidrio, bem como pela combinagio de dois estagios de
adsor¢fo, operando em contracorrente seguido por um estagio de dessorgdo, conforme
ilustrado nas Figuras 2.4 (a) e 2.4 (b), respectivamente. Os resultados experimentais
mostraram que a introdugdo de um estagio de lavagem resulta no aumento de purificaggo,
enquanto a adigdo de wm segundo estégio de adsor¢do resulta num maior rendimento do
processo, quando comparados com 0 Processo basico (2 estagios). A configuragio
alternativa do processo CARE com trés estagios foi simulada e otimizada por MARTINS et
al. (1995), utilizando dados para adsor¢do de lisozima obtidos por CHASE (1984a); o fator
de purificagdo deste sistema esta entre 500 e 800, enquanto que o rendimento esteve na

faixa de 75 a 79%.
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. TAMPAO PARA TAMPAO PARA
ALIMEITAQAO _ LAVAGEM ELUICAO
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Figura 2.4-Esquemas do processo CARE modificado (Gordon ef al., 1990b)
a) Com estagio de lavagem intermediario b) Com dois estégios de adsorgéo
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2.4-Processo de adsorciio e dessor¢iio de proteinas em suportes hidrofébicos

A literatura apresenta varios modelos mateméticos descrevendo a adsorgéo de
solutos em suportes sélidos. Segundo AFEYAN et al. (1989) uma descri¢do matematica
deve combinar equagdes para as etapas de transferéncia de massa, ou seja, difuséo do soluto
através de uma pelicula estagnada em volta das particulas do adsorvente e difusdo dentro

dos poros do suporte sélido, bem como a etapa de adsorgao bioquimica.

CHASE (1984b) descreve o processo de adsorgio e dessorgdo como uma reagio

reversivel de 2* ordem e irreversivel de la. ordem, respectivamente:

Adsorgdo: A+B AB

Dessorgdo: AB -k—>A +B
3

onde A, B ¢ AB sfio a proteina a ser adsorvida, adsorvente e proteina adsorvida,
respectivamente. Em relagéio ao estagio de dessorc#io, resultados de AFEYAN ef al. (1989)
indicam que a dessor¢do da proteina € muito mais rapida que o processo de adsorgdo e pode

ser descrita como instantinea.

Processos de adsorgdo de proteinas por afinidade sdo normalmente descritos por
isotermas de Langmuir (BELTER et al., 1988), como também os processos de adsorgéo por
troca idnica envolvendo a adsorgdo de apenas uma proteina ¢ a adsor¢iio em resinas de
interagdo hidrofébica. No caso de troca idnica, onde normalmente mais de uma proteina
adsorve na superficie do adsorvente, além de existir uma competitividade entre as proteinas
para a adsorgdio, deve-se considerar alguns fatores como peso molecular das proteinas €

interagdes inter-proteinas, aumentando assim a complexidade do modelo da isoterma de
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adsor¢do (SKIDMORE & CHASE, 1950).

Recentemente BASTIDA er al. (1998) relataram a purificagio, imobilizacio e
hiperativagfio, em somente um passo, de diferentes lipases microbianas comerciais,
utilizando como suporte Octyl Sepharose CL-4B. A adsor¢@io foi maior em auséncia de
sulfato de aménio quando comparada com tampéo fosfato 10 mM, comportamento inverso
ao indicado para adsorgfio hidrofébica “convencional”. A hiperativagio pode se dever as
mudangas na estrutura da enzima, que pode reconhecer grupos hidrofébicos da interface
s6lida. SABUQUILLO er al. (1998) descreveram comportamento similar durante a
adsor¢do seletiva de lipases comerciais de Rhizopus niveus e Candida rugosa em
adsorventes hidrofébicos (butyl-, phenyl- e octyl-agarose). FERNANDEZ-LAFUENTE et
al. (1998) conseguiram imobilizar diferentes lipases microbianas comerciais por adsorg¢do
seletiva em baixas forgas idnicas, sobre suportes hidrofébicos; as lipases assim adsorvidas

apresentaram hiperativagéo apés a adsorcio.

As interagdes hidrofébicas desempenham o maior papel na adsorgdo de lipases
sobre membranas hidrofébicas devido possuirem elevada hidrofobicidade, pouco usual
entre as enzimas (BALCAQ ez g, 1996). A desidratagfio das regides hidrofébicas tanto
nas proteinas como nos adsorventes pode contribuir para incrementar significativamente a
forga de adsorgdo (GELUK et al., 1992).

A adsorgéo de lipase de Staphylococcus hyicus sobre Fractogel TSK butyl-650 foi
descrita por WENZIG er al. (1993). Esta resina foi escolhida porque a lipase apresenta
afinidade natural por materiais hidrofébicos devido ao seu sitio ativo catalitico no qual as

substancias hidrofobicas sdo os substratos preferidos.

BALCAO et al. ( 1996) realizaram com sucesso experiéncias de adsor¢éio de dez
preparagdes de lipases comerciais sobre fibras ocas hidrofébicas de polipropileno, a pH 7,0

e 40 °C, a baixas forcas i6nicas.

Para descrever os dados de equilibrio de adsorgfio entre proteinas e geéis

cromatograficos, a equagdo de Langmuir tem sido utilizada em diversas pesquisas, com
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bom findice de acerto. Para adsor¢io em géis de troca idnica podemos mencionar 0s
trabalhos de GELUK ef al. (1992), LEWUS er al. (1998) e WEAVER & CARTA (1996);
para géis de afinidade pode-se indicar os trabalhos desenvolvidos por CHASE (1984a),
CHASE (1984b), HORSTMANN & CHASE (1989), NORIEGA et al. (1997),
KAMIMURA et al. (1999), e para géis hidrofébicos as pesquisas feitas por KERZEL &
MERSMANN (1992), KERZEL et al. (1992), MALCATA et al. (1992), MARTINELLE et
al. (1995), GITLESEN et al. (1997), MENDIETA et al. (1998b).

MALCATA et al. (1992) relataram a adsorgdo fisica de lipase comercial de
Aspergillus niger sobre fibras ocas de polipropileno microporoso, em seis diferentes
temperaturas, A lipase foi seletivamente adsorvida quando comparada com outras
proteinas da preparagdio bruta. A isoterma de Langmuir descreveu com bom grau de ajuste

os valores de equilibrio.

Um estudo da adsorgdo de lipase de Staphylococcus carnosus foi realizado por
KERZEL & MERSMANN (1990), utilizando diversos adsorventes (troca ibnica, afinidade
¢ hidrofobicidade). Os melhores resultados de adsorgfio ¢ dessorgdo foram obtidos com gel
hidrofébico TSK butyl-650, com diferentes concentragdes de sulfato de amdnio. KERZEL
et al. (1992) continuaram estas pesquisas com lipase de S. carnosus e gel hidrofébico. Os

dados de equilibrio obtidos foram bem representados pela equagéo de Langmuir.

A adsorcdio de diversas lipases comerciais sobre polipropileno em pé, EP-100, foi
relatada por GITLESEN er al. (1997). Foi atingido um nivel de saturagéo de 220 mg por
grama de suporte. Os dados de equilibrio, tanto da proteina como da atividade lipolitica,
foram bem ajustados pela isoterma de Langmuir. A adsorcdo ndo foi significativamente
influenciada pelas mudangas no pH do tamp&o de adsorgdo, o que indica que as interagSes

hidrofébicas sdo as forgas mais importantes nesta adsorgao.

O fen6meno de ativagio interfacial em lipases de Candida antarctica e Humicola
lanuginosa foi estudado por MARTINELLE et al. (1995), através da adsorg8o em cubetas
hidrofobicas de poliestireno. Os dados experimentais da adsorgdo foram ajustados
adequadamente pela isoterma de Langmuir. A adsorgdo destas lipases, em superficies
hidrofobicas de silica, foi relatada por WANNERBERGER & ARNEBRANT (1997).
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O comportamento na adsorgdo de leitos empacotados pode-se caracterizar através
da curva de ruptura (“breaktrough®), que indica a quantidade de proteina que pode ligar-se.
Para obter a curva de ruptura, a solugéio contendo o produto desejado é bombeada através
da coluna cromatogréfica até que a solucdo na saida apresente uma atividade mensuravel da
enzima. A relagio C/C, (concentracdes de saida e alimentagfio) atinge no méximo o valor
da unidade.

Na Figura 2.5 sfo apresentadas curvas de ruptura, que seriam obtidas para uma
mesma coluna empacotada, dependendo das condi¢Ses de operagfio. Como regra, a drea &
esquerda da curva ¢ uma medida da capacidade de carregamento do leito, enquanto que a
area a direita corresponde 4 concentragfio de enzima nio ligada. Assim, uma linha vertical
representard o caso ideal, carregamento maximo sem perda de produto. Na pratica, para
operar perto da idealidade deve-se reduzir a velocidade superficial, mas isto pode consumir
muito tempo. Assim, levando-se em conta a economia do processo, € necessario adotar

uma solugdo de compromisso (WENZIG e al., 1993).

Entre os fatores que influenciam o formato e a posigio da curva de ruptura tém
sido considerados a vazHo através do leito, a concentracdo do adsorbato na alimentaciio, o
valor da constante de dissociagdo ky que descreve a reagéio de adsor¢3o, a taxa constante
das reagSes de adsorgio/dessorgdio, e a desigual distribui¢iio da vaz@o através da 4rea
transversal do leito (CHASE, 1988).

Na literatura aparecem muitos trabalhos relatando curvas de ruptura para sofucdes
contendo enzimas ou proteinas ¢ resinas de troca ibnica (WEAVER & CARTA, 1996:
LEWUS ef al., 1998), resinas hidrofébicas (KUBOTA et al., 1997) ou de afinidade
(CHASE, 1984b; ARVE & LIAPIS, 1988; NORIEGA et ai., 1997).

A simulag8o das curvas de “breaktrough” para diferentes sistemas tem sido feita
utilizando a solugdo analitica dada por THOMAS (1944) para as equagdes de taxa de
adsorgho, balango de massa para a fase mével e balan¢o de massa para a fase estacionaria
(CHASE, 1984a; CHASE, 1984b; NORIEGA er al., 1997); solugdo numérica em
diferengas finitas (KAMIMURA, 1995; WEAVER et al., 1996) ou solu¢iio numérica com
colocagfo ortogonal (ARVE & LIAPIS, 1988).
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Fig. 2.5 A influéncia do formato da curva de ruptura no desempenho de leitos fixos. (a)
tipo de curva obtida em coluna empacotada, (b) curva mais inclinada, na vertical,
obtida na mesma coluna com alteragSes das condiges de operagio. A capacidade
total dos leitos é a mesma em ambos os casos. As areas sombreadas indicam a
quantidade de adsorbato que teria sido adsorvido na coluna se o carregamento
terminasse quando C/C,= 0,1. (CHASE, 1984b)

2.5-Otimizaciio por anilise de superficie de resposta

A Anilise de Superficie de Resposta tem como base o método de planejamento
fatorial e consiste num grupo de técnicas usadas para o estudo das relacbes entre uma ou
mais respostas medidas analiticamente e um nimero de varidveis de entrada que possam ser
controladas. Estas técmicas s3o usadas para elucidar as seguintes questdes (BOX et al.,
1978):

- como uma resposta é afetada sobre uma regiéio de interesse por um dado conjunto

de variaveis de entrada,

- quais conjuntos de varidveis de entrada resultario num produto dentro das

especificagdes desejadas,

- quais os valores das variaveis de entrada que levarfio ao melhor valor para uma

resposta especifica e como € a superficie de resposta préxima a este ponto.
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Em processos multivariaveis, como os bioquimicos, onde a importincia de cada
variavel deve ser determinada, a otimizagdo ¢ uma ferramenta de trabalho necesséria para
melhor compreensdo do sistema, verificando-se individualmente o efeito de cada varidvel

operacional no rendimento e produtividade.

Para aplicar 0 método de Andlise de Superficie de Resposta € necessario
inicialmente programar ensaios através de um planejamento fatorial. Este método consiste
na selegio de um mimero fixo de niveis para cada um dos fatores ou variaveis de entrada e
entdo executar experimentos com todas as possiveis combinacdes. Como primeira etapa é
usual um planejamento experimental com 2 niveis, nivel (-1) e nivel (+1), para cada
varidvel. Assim, para “n” variaveis envolvidas no estudo, 0 nimero de experimentos que

deve ser realizado para investigar todas as combinagdes possiveis & igual a 2".

Com os resultados obtidos do planejamento ¢ possivel calcular os efeitos
principais ¢ de interagfio das varidveis sobre as respostas, determinar quais sio os efeitos
mais significativos e ajustar empiricamente um modelo linear ou de la. ordem,

correlacionando-se as varidveis e as respostas:

k
y=bg + > b; x;

i=1

Se 0 modelo de la. ordem ndo apresentar uma boa correlagdo com os dados
experimentais € possivel complementar o planejamento fatorial inicial realizando-se mais
2n ensaios segundo configuracio “estrela” (KHURI & CORNELL, 1987) para obter um

modelo quadratico ou de 2a. ordem:
k k 5 k-1 k
y= bo + Zbi Xi+ Zbii X; + z Zbijxixj
i=1 i=1 i=l j=i+]
Nos modelos de 1* € 2% ordem b, , b;, by , b;; sdo coeficientes constantes.

Uma superficie de resposta ajustada com um modelo de 2* ordem ¢ apresentada na

Figura 2.6.
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FIGURA 2.6. Superficie de resposta para modelo de 2° ordem
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3.1-Modelagem da cinética de adsor¢io de lipase em resina de interacéo hidrofobica

A adsorgiio de lipases em resinas hidrofdbicas, em fungio do teor de sal utilizado,

pode ser representada pela equagdo (3.1):

L3
Adsor¢do: A+B AB (3.1)

ky
onde A, B ¢ AB sfio a enzima a ser adsorvida, adsorvente e enzima adsorvida,
respectivamente. As constantes cinéticas (ky , k») representam n3o somente as constantes
cinéticas de adsor¢dio intrinsecas, como também incluem a contribuigdo a resisténcia
externa 3 transferéncia de massa. Assim, estes efeitos estdo agregados num unico
coeficiente que pode ser determinado experimentalmente em laboratério.  Esta
aproximac@o apesar de uma descri¢io fisica menos rigorosa torna a formulagdo matematica
mais trativel. Deve-se levar em conta que no caso da cromatografia de interacdo
hidrofébica, a concentragdes elevadas de sal o valor de k; aumenta enquanto que o valor de
k, diminui, favorecendo a adsor¢fio; para teores baixos de sal o comportamento € inverso,

aumenta k, e diminui k;, sendo favorecida a dessorgdo.

As limitagdes de transferéncia de massa interna podem ser negligenciados sem
perda de precisio (PUNGOR et al., 1987), j4 que proteinas de alto peso molecular, como as

lipases, s&o na maior parte adsorvidas nos sitios hidrofébicos localizados na superficie do

gel, dificultando sua difuséo dentro deste.

A velocidade de reacdo da enzima adsorvida (rg), para a reacdio de adsorgdo

anteriormente apresentada, é dada pela equagdo 3.2.

rq =5 =K C{Qm ~Q)-k2 Q (3.2)

onde C é a concentragfo de enzima que pode ser adsorvida, em solugdio; Q € a concentragéo

na fase solida de enzima adsorvida e Qp € a capacidade méxima de adsorg¢do do adsorvente.
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Em equilibrio a interagdo € descrita por:

f'c%:k] c"‘(Qm —Q*)-k2 Q" =0 (3.3)

No equilibrio, entfio, a equacdo da velocidade de reacdo corresponde a isoterma de

Langmuir, conforme equacgo 3.4.

Q" -_-ﬁc_* (3.4)
kd +C

3.2-Modelagem matemitica coluna cromatogrifica

Um processo isotérmico de adsorg#o de lipase em Butyl Sepharose em uma coluna
(Figura 3.1) foi descrito matematicamente em termos das equagdes diferenciais obtidas do
balango de massa e da cinética do processo. Foi utilizado o método numérico de Crank-
Nicholson acoplado a uma rotina de Runge-Kutta de quarta ordem para resolver as
equacdes diferenciais, como indicado por KAMIMURA (1995) ¢ KAMIMURA &
MAUGERI (1995). O objetivo foi verificar se ¢ste modelo descreve bem os dados

experimentais obtidos (curvas de ruptura).

Co

FIGURA 3.1-Esquema de uma coluna cromato grafica
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MODELAGEM MATEMATICA

C, ~ concentragio de lipase na alimentagéo

C - concentragdo de lipase em solugdo

L - comprimento do leito da coluna

Q - concentra¢io de lipase adsorvida na resina

R -raio da coluna tubular

v -velocidade de escoamento da solugfio de lipase
Z - distancia

t - tempo

[U lipase/m’ solucsio]
[U lipase/m’ solugdo]
[m]

[U/m’® de resina]

[m]

[m/h]

fm]

[h]

Definindo um volume diferencial de controle (VDC) na coluna, desde Z até AZ, e

a seguinte nomenclatura adicional:

A — drea da secgo transversal da coluna
E — coeficiente de dispersdo axial da enzima em solugéo
Rs- taxa de adsorgéo de lipase pela resina

¢ - Porosidade do leito de resina

Os termos de balango de massa s&o:

Lipase em solugio que entra no (VDC) por convecgdo

Lipase em solugéo que entra no (VDC) por difusgo

Lipase em soluggo que sai do (V DC) por convecgdo

Lipase em solugéo que sai do (VDC) por difuséo

Lipase adsorvida na resina no (VDC)
Actiimulo de lipase em solugdo no (VDC)

A equagdo de balango de massa torna-se portanto:
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l:VCAE’Z-{*-(—EE-)AS }—[VCA81Z+AZ+[—-E§§—JAS J—
0z z 6z Z+AZ
RswR? AZ(1—8)=86—$R R2AZe (.5
onde: A =n R?
Dividindo-se pela drea A e por AZ tem-se:
st| —st’ _ES% +E€%q o
z Z+Az z 212402 _(1_g)Rs=2C (G.6)
AZ AZ gt

Tomando o limite com AZ — 0 e considerando que o coeficiente de dispersdo

axial (E) e a porosidade do leito (€) sdo constantes ao longo da coluna tem-se:

2
—velS 1 Ee % C _(1_g)rs=e2C 3.7
z 522 ot
Rearranjando tem-se:
aC 8C o°C
e—— =-ve——+Eg———(1-¢)Rs (3.8)
ot Ac. oz 622

Considerando que: Rs =%% ,» a equacdo de balango de massa na coluna de

adsorc8o pode ser escrita da maneira seguinte:

2
6C __,0C .90 C (i-g)8Q
at 8z 8z> & ot

(3.9)
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A expressfo cinética para adsor¢éio da lipase em resina pode ser escrita como:

oC =
ot (i-g)

%=[k1C(Qm -Q)-k;QJ=-

(3.10)

onde:

ki, k2, Qm: constantes cinéticas do modelo de adsorgéo

Como o sistema de equagdes consiste de uma equagdio diferencial parcial e uma
equagdo diferencial ordinaria, ¢ possivel aplicar simultaneamente o método de Crank-
Nicholson e Runge-Kutta de quarta ordem para equagfio diferencial parcial e equagdo

diferencial ordinaria respectivamente.

2
ac _ Vach(1 8)5CS+E6 C (311
8t oz g Ot 822

Com as seguintes condigdes inicial ¢ de contorno:
Condig¢do inicial:

t=0=>C=0

Condi¢do de contorno na entrada da coluna:

z-0= Yc-8280
€ oz

Condig#io de contorno na saida da coluna:

Civt: =Ci
72 FELAN B
o Civp, +1 =Cijn

z
Com as seguintes condi¢des inicial e de contorno para C(zt) ¢ Q(z,t):

Coo=Co Qo,0=0 Coj= Co ¥

Cio=0 para i>1 Qio=0 para i>] Qoj=0
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As derivadas da concentragdo de lipase em solugio, segundo Crank-Nicholson sio:

8C _Ciji —Cyj

3.12
at At ( )
Cirg 1aq =Ciq - Ciny i —Ciy
Ezl i+1, 41 L1 i, j T CiL (3.13)
oz 2 2AZ 2A7Z
8°C _1§Cin,j-2C;+Cyy | L Cin, 1 = 2G5 + Gy G.14)
6z* 2 (azy? (azy?
Substituindo-se as equagdes (3.12), (3.13) e (3.14) na equagdo (3.11) tem-se:
Ci,j+1 —Cij __ ]G 1 ~Cijn LS, =G .
At 2 2A7 2AZ
el Cis1,j = 2Ci 5+ Ci, +Ci+l,j+1_2Ci,j+l+ci-l,j+l _
2 (az)* (azy?
1-¢
(c) o )[kl Ci,; (Qm—Qi,j)—kz Qi,j] (3.15)
Rearranjando a equagéo (3.15) tem-se:
v E E 1 v E
- + Cig g +| —— 2 |Ci oy + _ Ciap ta] =
= z(az)z} | oy ol T
v E 1 E 1-g
+ Cif i+ —— - ki {Qm ~Q: i )(C; 1 +
‘:4AZ 2(AZ)2j[ i-1, j I:At (AZ)2 (S ] I(Qm Qb.‘)j‘ L]
E v 1-¢
- Cipri+|—|k» Qy ; (3.16)
[Z(AZ)Z 4AZ:I i+, j [ p } 2Q1,j
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Tomando-se:
azl v . E
4 A7 2(AZ)2 (3.17)
B| —
(AZ)2 At (3.18)
p= v___E | 3.19
4 A7 2(AZ)2 (3.19)
o| L__E (3.20)
At (AZ)Z . )

Obtém-se a equagdo geral:

—aCip, ju1 +BCi ju1 +@ Cint, 11 =@ i, j =9 Ciay, j +

[G_F_Tjkl (Qm—Qi,j)]Ci,jJF(l%s)kz Qi,; (3.21)

Levando-se em consideragdo a resisténcia a transferéncia de massa externa e

considerando regime permanente:

Rs=j =K (C—Cs) (3.22)

Para um reator de leito fixo tem-se:
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. Ngp A
j=——2—(Ng. )73 (3.23)
NRe NSc ¢
onde:
d
Nsp =%£ (3.24)
v

sendo D a difusividade molecular da enzima.

Segundo YOUNG er al. (1980), citado por LIAPIS et gl. (1989), a difusividade

molecular da enzima pode ser obtida pela expressdo seguinte:

D=834x10% L __ (3.25)

&=

onde:
T : temperatura absoluta (300 K)
H : viscosidade da solugfio que contém o adsorvato {kg/mh)

M: peso molecular da enzima (avaliado em 60 000 daltons)

De acordo com LIAPIS et al. (1989):

n
Ng, = (3.26)
Se pDv
Nge =2 :’Ldp (3.27)
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Substituindo-se os niimeros adimensionais na equagéo (3.23), tem-se:

5]
j= (3.28)

vipD

Isolando o coeficiente global de transferéncia de massa (K) tem-se:

(3.29)

(i)

Introduzindo a correlagio de DWIVEDI & UPADHYAY (1977), para Nge < 10:

-0,72
j=1,1068(pvdp] (.30
g B

Substituindo-se a correlagio acima na expressdo do coeficiente global de

transferéncia de massa:

K=

- -2
11068 [pvdp} 0’72[L] %

£ ! pD

oL

K =v 1198 (g ) O (N ) (33D)
A

Voltando as equagdes (3.10) e (3.22) para obter a expressao para a concentragdo na

superficie da resina:
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-2l ¢ (Qu -0)- szI(1 8] (3.10)

j=K(c—cs)=Rs=—%%=[kIC(Qm -Q)-k, Q][-I;—SJ (3.22)

Assim, isolando-se Cs:

1-
KCij+k; Qi ( 88)

’ 1-¢
K""kl (Qm "'Qi,j)( e )
Substituindo-se a equagso (3.32) na equacdo (3.9) obtém-se a equagio:
(1-¢)
2 K C + k2 Q
°c__,8c. 2 _C _xlc- (3.33)
ot 0z pz2

K+ki (Qp —Q)(ig—s—)

Finalmente, a equagfio geral assume a seguinte expressio:

~0Cin 1 +BCi i +@Ciyy 1 =aCiy -0 Ciy,j +

{9~[K+ (I;g)kl @Qm —Qi:j)}}ci,j +k; Qj ; ﬁ;e)Hza—zqo—BJreJﬂJ 630

K
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3.3-Modelagem matemaitica do processo CARE com trés estdgios

O processo CARE considerado no presente trabalho consiste de trés reatores de
igual volume, um de adsorg¢éo, um de lavagem e outro de dessorcdo. O reator de adsorgio é
alimentado a partir do fermentador (F;), contendo a enzima a ser purificada (C,) e seus
contaminantes (Cr,). Neste estagio a enzima € ligada ao suporte sendo enviada ao segundo
estagio (C,) onde ocorre a lavagem com adic8io de tampéo com sal (F,) para eliminar parte
dos contaminantes. Entfio € enviada ao terceiro estagio, onde ocorre a dessor¢do com
tamp#o sem sal (F3). Os trés reatores s@o bem agitados e o adsorvente que ¢ reciclado com
vazdo (F;), permanece nos reatores devido a presenga de um filtro macroporoso. O produto

(C3) é removido continuamente através do filtro retentor (GORDON et al., 1990b).

ALIMENTAGAO TAMPAO COM SAL TAMPAO
F11Co,Crg + S0 Fz 8¢ Fa
Fr,€1,@1,Cr1,54 Fr.C2,92,C12. 52
> » ‘
kq k4 1,
ka k2 - Kz
l——— -
l"\ :Cq,Crq + B9 le-Cz,C-rz-Sz F3.Cz.CT3 Sal
RESIDUO RESIDUO PRODUTO
ESTAGIO DE ESTAGIO DE ESTAGIO DE
ADSORGAD LAVAGEM ELUICAD
(DESSORGAD)
E Ca Qa.C s Reciclo
C3,U3,813,93 adsorvente
_4 r

FIGURA 3.2-Esquema do processo CARE com trés estigios

A modelagem foi feita considerando que os reatores sdo perfeitamente agitados e
que a adsorgfio ocorre na superficie do suporte, desconsiderando-se a resisténcia da pelicula
3 transferéneia de massa, como indicado por MARTINS ef al. (1995). Baseado nas
correntes indicadas na Figura 3.2, foram feitos os balancos de massa para cada estagio,
levando em conta as equagdes cinéticas que representam a adsor¢o e dessorgéo. Como o

processo ¢ isotérmico, mudangas de energia néo foram consideradas, ¢ a queda de pressédo

no sistema foi considerada desprezivel.
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Foi considerado também nesta modelagem, que nos trés estagios existe um

equilibrio entre adsorciio e dessorgdo, cujas constantes (k; € ky) variam com a concentragio

de sal presente no sistema.
3.3.1-Estagio de adsorgio

LS
C1'*'B¢TQI

B=Qun—-Q

re =—1g =[k, Q; —k; C; (Qm ~Q; )]

3.3.1.1-Balan¢o de massa na fase liquida

3.3.1.1.1-Balanco da enzima livre

dac
Vi d—t]=(F1 Co +Fr C3)-(F Cy +F, C )+, VL
dC F F,
— ==l (Co = Cr )+ 21 (€3 €y )+ [k Q) —k1 € (@ -y )]
dt A% VL
Definindo:
L
K
Fl'
V= Fl
Temos:
dc, C,-C |
1 _>o 1+~H.{_(C3—C1)+[k2Q1'“k1C1(Qm_QI)]
dt Ty T]

(3.35)

(3.36)

(3.37)

(3.38)

(3.39)

(3.40)

(3.41)

(3.42)

Utilizando a relagéio de volumes (g) para transformar todos os termos nas mesmas

unidades dimensionais:
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__ VL
V, +V, (3.43)
Assim;
dcC Cc,-C 1-
e +i€(c3 ~Cy)+[ks Q1 k1 C; (Qpm -Qp)]| — = (3.44)
dt T 1 £

3.3.1.1.2-Balanco para os contaminantes

Para os contaminantes assumiou-se que eles sfio inertes e que néo ocorre adsor¢do

no suporte. Desta forma o balango de massa € descrito pelas equacdes abaixo.

dCr
Vi d—‘"(Fl Cro +F; Cr3)~(F Cr1 +F Cri) (3.45)
dCty _ R Fy
B 1 (Cqy —Cpp )+ ={Cp3 =C 3.46
it VL( To Tl)"‘VL( 13 -CT1) (3.46)

i _Cro-tM, Y o(cpy-cq) (47
dt ] T

3.3.1.1.3- Balanco para o sal

A mesma consideracio feita para os contaminantes € valida também para a

concentragéo de sal:

vL“di (E; Sq +F S3)—(F S, +E; §y) (3.48)
das; B Fr

D1 _ (s, -8 )+—=(85 -5 (3.49)
= VL(o 1) VL(s 1)

481 _So=% ¥ (g, _g) (3.50)
dt T T1
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Escrevendo todos os termos nas mesmas unidades:

dS] - SO_Sl +\]18

S5 -$
& o (83-8))

3.3.1.2- Balanco de massa na fase sélida

v dQ,

S it =F Q3 -F Q +Iq Vs

d F,
_d% - 'Vi( Q3 ~ Q1) +[k; C; (Qm - Q) -k, Q]
5

Fazendo:

d
&=£(I_f_s](Q3 ~Qu)+[k; €1 (Qm - Q))—k, O]

dt ‘I:]

[gualando as unidades em todos os termos:

4

" =£(Q3 -Qu+Iki €1 Qp —Q1)-k5 Q4]
T1

3.3.2-Estagio de lavagem
k]
C,+B! — Q
2

Bl:Qm"’Q2

re =g =[k2 Q2 —k; C; (Qy - Q2]
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3.3.2.1-Balanco de massa na fase liquida

3.3.2.1.1- Balango para a enzima livre
dC
Vi, d—t?~=(1:1rc1 ~F; Cy)-F, Cy+1, V.
Fazendo:

A

Y—Fz

Obtemos:

ac e C
S22 (0 -Cy)- 24k Q2 -1 €2 Qm - Q2 )]
T1 Y4

Transformando todos 0s termos nas mesmas unidades dimensionais:

dC C | =
d_t2=ﬁ(cl —Cy)-—2+]k; Qs k1 C2 (Qp —Qz)][—s]
T1 YT 4

3.3.2.1.2-Balan¢o para os contaminantes

C
Vi, Cr =F, C1 - (F; C12 +F, C12)
dCr, F )
e = L {Cpr=-C -——=C
m VL( 11-C2) v, T2

C
o =Le(Cp~Cpp)—L
dt T L0

3.3.2.1.3- Balango para o sal

ds
VL th =(F, So +F; S )~(F2 S, +F: S3)
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dS, F, F,
—= =2 (S, -S, J+=-I (S, -8
t VL(O 2)+VL(1 2)
dS, §;-8 y

= —({S$; -8
i ,”] +11( 1-S2)

Escrevendo todos os termos nas mesmas unidades:

dS2 =SO “'S2 + WS(SI —Sz)
dt ¥ Ty T

3.3.2.2-Balanco de massa na fase sélida

d
V, C?tz =F Q-F Q +1, V,

dc?tz = —( Qi = Q2)+[ki €2 (Qm ~ Q2) - k5 Q]

d

%:i(—am_](Ql—Qz)-!-[klcz(Qm_QZ)_k2Q2]
t 1 \l-¢

Escrevendo os termos com as mesmas unidades dimensionais:

9Q,

y =E(Q1 —Q2)+[k1 Cz( m _Q2)_k2 QZ]
t 71

3.3.3-Estdgio de dessor¢io

Cs +Bl — Q3

-Qs
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Te = Ig =[kZ Q; -k Cs3 (Qm -Q3 )]

3.3.3.1-Balanc¢o de massa na fase liquida

3.3.3.1.1-Balanco para a enzima livre

ac
Vi, d—t3'=1:r Cy —(F; C3 +F, C3)+1e Vi

dc; F F; C
?=-\}5L*(C2—C3)— ;Ls +ks Q3 -k C3(Qpn - Q3]

Considerando:

Obtemos:

dC;

C
T i(cz -C3 )—-—3+[k2 Q3 "‘kl C3 (an "Q3 )]
T T1 )

Escrevendo todos os termos nas mesmas unidades dimensionais:

E93—=E;—8(Cz -C; )—5'3—**[1(2 Q3 -k; C3 Qnm —Q3)](1_Tsj

dt T Ty d

3.3.3.1.2-Balanco para os contaminantes

dc T3

Vi ~F, Cp —(F; C13 +F3 C13)

dCrs F, F3
=L (Cry -C -2 C
di = VL( T2 T3) VL T3
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dC C
—2=X(Cp-Cp)--B (3.85)
dt T1 T] )
Igualando as unidades temos:
dCT3 € C
_ye 12 ~Cp3)-=12 (3.86)
dt T] 1 o
3.3.3.1.3-Balanco para o sal
ds
\f,;dt—-”:Fr Sy —(F3 S5 +F, S3) (3.87)
ds F F
__iz_f(sz ~-83)-= S; (3.88)
dt VL VL
ds S
_di=£( ,—83)-25 (3.89)
t ‘I:l
Igualando as unidades:
dS3 yve S3
— =T (8, =8, )23 3.90
dt T ( 2 3) T & ( )
3.3.3.2-Balanco de massa na fase sélida
d
Vs _'SE_BZFr Q2 -F Q3 +1g Vs (3.91)
d F
T E (-qs)tl c (Qm -Q3)-k2 Qs3] (3.92)

dt v,
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d
%r‘%[i)(()z ~Q3)+[k; C3(Qm -Q3)-k5 Q3] (3.93)
Igualando as unidades:

d

%=f—f(Qz-’Q3)+[k1 C3(Qm - Q3)-k; Q3] (3.54)

Também foram definidos o tempo de residéncia hidraulico (tn) € o tempo de
residéncia de solidos (1), nos trés reatores, como indicado nas equagSes seguintes, nas

quais os indices numéricos representam os diferentes estagios (BARBOZA, 1998):

Vi Vs . Vs
T =T s T =T s =T
BTFE Fe’ ™ F+Fe BT +F ¢
Vi Vo Vs
Tsl=:r.—8= Tsz=F8 ; Ts3=F8
by T T

Considerando que os reatores contém o mesmo volume (Vi = V, = V3 = Vy)

obtem-se finalmente:

S | (3.95)
Fl +Fr £

Tp = VL (3.96)
F2 +Fr €
F3 +Fr £
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Vi

-t (3.98)
T

T51 =Tg2 =Tg3 =

Para analisar a performance do processo ou seja, seletividade, rendimento e

concentracado, tem-se as seguintes relagdes:
Fator de purificagéo (FP):

_(Cc3/Cp3)
FP SOV (3.99)

Rendimento REND (%):

C3 F3

oFl

REND = (3.100)

Fator de concentragdo FC:

rc-S (3.101)
Co



IV-MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos os procedimentos experimentais utilizados para a
producdo de lipase em fermentador por Geotrichum sp., 2 adsorgéo da lipase, presente no
caldo de fermentacdo obtido, sobre resina hidrofdbica Butyl Sepharose e também para

purificagio da enzima em coluna cromatografica hidrofobica.

4.1-Producio de lipase extracelular

4.1.1-Microrganismo

Utilizou-se uma linhagem de Geotrichum sp., considerada boa produtora de lipase,
isolada por MACEDO (1995) no Laboratério de Bioquimica de Alimentos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

4.1.2-Ensaios de producio de lipase

Os ensaios de produgio de lipase foram realizados em fermentador Bioflo HI
(New Brunswick Scientific) de 5 litros de capacidade. As condi¢Ges de operagdo foram:

agitagdo, 400 rpm; aeragfio, 1 VVM e temperatura de 30 °C.

Com o propésito de obter elevada atividade lipolitica no caldo bruto de

fermentagfo, foram testados trés meios diferentes, descritos a seguir:

Meio (1), composto por 5% de dgua de maceragfo de milho (“corn steep liquour™), 0,5% de
nitrato de amdnio, 1% de 6leo de oliva (marca Galo). Este meio apresentou uma pequena
diferenca em relagfio ao meio indicado por TSUJISAKA et al. (1973b), ao ser substituido o

6leo de soja por dleo de oliva.

Meio (2), composto por 5% de peptona, 0,5% de nitrato de ambnio, 1% de dleo de oliva

(marca Galo).
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Meio (3), preparado de acordo com SIDEBOTTOM et al. (1991), composto por 5,0 g/l de
extrato de levedura, 1,5 g/l KH;POy, 1,0 g/l NEHLCL, 1,2 g/l MgSOy, 17,0 mg/l ZnSO,, 17,0
mg/l MnSOq, 17,0 mg/l FeSO4, 25,0 g/l de éleo de oliva (marca Galo).

O indculo foi desenvolvido num meio contendo 0,3% de extrato de levedura, 0,2%
NH4OH, 1,5% de farinha desengordurada e 1% de farinha de trigo, e foi utilizado apds 72
horas de incubaciio (MACEDO, 1995). Em ensaios posteriores, o indculo foi desenvolvido
num meio de composigéo similar ao utilizado na produggio. Em todos os casos foi utilizada

uma quantidade de in6culo correspondente a 10% do volume do meio de fermentagéo.

Durante os testes de produgfio foram efetuados controles de atividade lipolitica,

teor de proteina e crescimento celular avaliado como massa seca.

Atingida a méxima atividade lipolitica, o micélioc foi eliminado utilizando
centrifuga Sorvall RC 26 Plus a 10000 g, por 15 minutos a 5 °C, e armazenado a -20 °C .

4.1.3 - Determinacao da atividade lipolitica

Na determinagdo da atividade lipolitica foi adotado o método indicado por
MACEDO (1995). O método é baseado na titulagdo dos acidos graxos livres produzidos
pela agfio da enzima lipase, presente no caldo bruto de fermentacfio, sobre os triglicerideos

do 6leo de oliva emulsionados em goma arédbica.

Em frascos de 100 mL foram adicionados 2 mL de tamp#o fosfato de sédio 10
mM com pH 7,0 ¢ 5 mL de emulsio preparada com 75% de goma ardbica a 7% e 25% de
6leo de oliva v/v. Neste sistema foi acrescentado 1 ml de caldo bruto contendo a lipase, ¢ a
seguir incubado em banho-maria (Dubnoff Modelo 145) termostatizado a 37 °C por 30
minutos, com agita¢@o reciproca. Apéds a incubagfo, a reagdo foi interrompida pela adigéo
de 15 mL de mistura acetona:etanol 1:1 v/v € os 4cidos graxos liberados foram titulados

com uma solugdo de NaOH 0,05N, utilizando-se fenolftaleina como indicador.

Uma unidade de atividade lipolitica foi definida como a quantidade de enzima que
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libera 1 pmol de 4cido graxo por minuto de reagfo, nas condigdes descritas no pardgrafo

anterior.

O célculo da atividade da enzima foi feito utilizando-se uma curva padrio de acido

oléico.

4.1.4 - Concentragao de proteina

Foi determinada pelo método de LOWRY et al. (1951), utilizando albumina de
soro bovino (BSA) como proteina padréo.

4.1.5 - Determinacio da massa seca

Foi pesado um volume conhecido do caldo de fermentagfio, centrifugado a 10000g
durante 10 minutos numa centrifuga Sorvall RC 26 Plus. O centrifugado foi lavade uma
vez com 4gua destilada e depois resuspendido num volume pequeno de dgua destilade,
colocado numa placa de Petri, previamente pesada, e secado em estufa a 100°C até atingir

peso constante (HENRIETTE et al., 1993).

4.2-Purificacio de lipase a partir de caldo bruto de fermentagio

4.2.1-Meio adsorvente

Para a selecdo da resina hidrofébica a ser utilizada ma purificagdo da lipase de
Geotrichum sp., foi realizado um “screening” de resinas de interagéio hidrofobica (Phenyl-,
Octyl- e Butyl Sepharose) utilizando um “kit” de colunas (HiTrap® Test Kit da Pharmacia
LKB) contendo 1 mL de cada resina, ¢ um sistema de cromatografia FPLC (Fast Protein
Liquid Chromatography). Foram injetados 2 mL de caldo bruto e determinou-se a
recuperagdo de atividade lipolitica e o fator de purificagdo apos a elui¢éo da lipase retida na
coluna. Utilizou-se uma concentragdo 2M de cloreto de sddio tanto no caldo bruto como no

tampéo de lavagem; sendo feita a elui¢3o com tampao fosfato de sodio 10 mM sem NaCl.

O material adsorvente selecionado foi a Butyl Sepharose 4 FF (Pharmacia LKB).

Esta é uma resina de interagfio hidrofébica, produzida acoplando butyl glicidyl éter as
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particulas esféricas de agarose, com tamanho médio de 90 pm. (BERGGRUND er al,,
1694},

Com o objetivo de determinar a concentracdo adequada de sal para conseguir a
recuperagdo da lipase mantendo sua boa atividade lipolitica, foram testadas diferentes
concentragdes de NaCl (1M, 2M, 3M e 4M) e avaliadas através do fator de purificagéo e

porcentagem de recuperagio da enzima.

Os ensaios foram realizados num sistema FPLC, da Pharmacia LKB, composto por
um controlador LCC-501, duas bombas P-500 de alta precisdo, coletor de amostras Frac-
100, espectrofotdmetro UV, vélvula de injegdio MV-7 e um integrador Varian 4270 (Varian,
Palo Alto, CA).

4.2.2-Purificac¢io de lipase em coluna cromatografica
4.2.2.1-Purificacdo em coluna de troca idnica

Foi feita num sistema FPLC, utilizando coluna de Q-Sepharose FF Hiload 16/10
de 10 x 1,6 cm de didmetro interior, pré-empacotada (Pharmacia). A coluna foi equilibrada
com tampéo fosfato 10 mM, pH 7,5, até obter uma linha de base constante no monitor
conectado ao espectrofotdmetro (280 nm). A amostra (10 mL), no caso caldo bruto de
fermentagio com pH ajustado em 7,5 utilizando NaOH 1N e filtrado em membrana de 0,45
pm de didmetro de poros (Millipore), foi aplicada numa vazio de 0,5 mL/min. Apés
lavagem com tampfio fosfato 10 mM pH 7,5, para voltar 4 linha de base, foi feita a eluigdo
com gradiente salino linear de NaCl (OM - IM) em tampio fosfato 10 mM pH 7,5, numa
vazdo de I mL/min. As diferentes fragdes foram coletadas no coletor de amostras do
equipamento, determinando-se a atividade lipolitica ¢ teor de proteina segundo os métodos

descritos anteriormente.

4.2.2.2-Purificacio em coluna de interacio hidrofébica

Utilizou-se uma coluna de I cm de didmetro interior e altura de leito de 5 cm,

montada num sistema FPLC. A Butyl Sepharose foi colocada na coluna, lavada com
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tampéo fosfato de sédio 10 mM pH 7,0 e equilibrada com tamp&o fosfato 10 mM pH 7,0
contendo 2M de cloreto de sédio. A amostra, contendo NaCl na concentracdo 2M e pH
ajustado em 7,0, previamente filtrada em membrana Millipore de 0,45 um de difimetro de
poros, foi aplicada com vazéio de 1 mL/min. A elui¢io foi feita com tampao fosfato de
sodio 10 mM. As fragdes foram coletadas determinando-se o teor de proteina e a atividade

lipolitica.
4.2.2.3-Eletroforese

A eletroforese em dodecyl sulfato de sédio-gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) fo1
realizada usando o método de LAEMMLI (1970), em diferentes fragGes coletadas na saida
da coluna de Butyl Sepharose durante a etapa de dessor¢fio das proteinas presentes nas
amostras aplicadas. Os padrdes utilizados foram Phosphorylase B (94000 Da), albumina
(67000 Da), Ovoalbumina (43000 Da), anhydrasa carbbnica (30000 Da), inibidor de
tripsina (20000 Da) e lactoalbumina (14400 Da).

4.2.3- Cinética de adsorgfo de lipase em Butyl Sepharose

Cloreto de sodio foi adicionado ao caldo bruto contendo lipase, até¢ atingir
concentragdes 0,5, 1,0 e 2,0M do sal; ajustando o pH no valor 7 exceto na maior
concentragdo para a qual foi também adotado pH 6, com o objetivo de verificar se uma
mudanga na forga idnica tinha efeito na capacidade de adsorgdo da resina. Colocou-se 50
mL das solugdes enziméticas mais 10 gramas da resina de interagéo hidrofobica num reator
encamisado de 70 mL de volume total, com agitagdo mecénica (120 rpm), mantendo-se a
temperatura constante a 15 °C, com ajuda de um banho de recirculagio externa. A relacéo
entre massa de resina e volume de solug#io (caldo bruto filtrado) foi de 1:5. Foram retiradas
amostras de 1 mL da fase liquida, a diferentes tempos, determinando-se a atividade
lipolitica. Foi considerado como tempo de equilibrio quando o valor de atividade lipolitica

no sobrenadante permaneceu constante.

4.2.4 - Isotermas de adsor¢io

As isotermas de adsorgio foram determinadas para diferentes concentragbes de
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cloreto de sédio no caldo bruto de fermentagio (0,5M, 1M e 2M), sendo pH ajustado no
valor 7,0. Quantidades iguais de Butyl Sepharose (1 grama) foram distribuidas em frascos
com tampa. Em cada frasco foi adicionado um volume de 5 ml do caldo bruto filtrado
diluido 2 diferentes valores de atividade lipolitica. Os frascos foram mantidos sob agitacfio
(120 rpm), a 15°C, num “shaker” Psycrotherm (New Brunswick Scientific). Quando se
atingiu o tempo necessario para se alcangar o equilibrio de adsorgio, em torno de 4 horas,
foi quantificada a atividade enzimatica da fase liquida em cada frasco. Com o valor da
atividade enzimatica no equilibrio (C*) e subtraindo da atividade inicial {Co), obtém-se a
concentragio de enzima adsorvida. Os valores de Q* foram calculados utilizando a

expressio:

. [C-c)

Vsol @.1
MAasSaresina

A partir dos valores de C'(U/ml) ¢ Q’(U/g), para cada ponto de equilibrio, foi
construida a curva que representa a isoterma de adsor¢do. Estes dados foram ajustados ao
modelo de Langmuir conforme a equagdo 3.4, através de regressdo ndo linear,

determinando-se entdio os pardmetros Qp, e kq (kg = ko/k).
4.2.5-Determinagio das constantes cinéticas kiek;

Para a determinagio das constantes k; e k; foi utilizado o0 método numérico de
Runge-Kutta de 4° ordem para a resolugéio da equagio 3.3, simulando uma curva de cinética
de adsor¢o desde o tempo zero até o estabelecimento do equilibrio. Assim, atribuindo um
valor inicial para k; ¢ obtido, consequentemente, ks, visto k4 ser conhecido; e através de
método iterativo sdo determinados k; e k; ,impondo o gjuste, pelo método dos minimos

quadrados, da solugfio da equagdo 3.3 aos pontos experimentais.

4.2.6-Determinacio das curvas de ruptura

As curvas de ruptura foram obtidas utilizando um FPLC com coluna hidrofobica

de Butyl Sepharose. Foram feitos ensaios para diferentes alturas de leito (2,5 cm - 7,5 cm)
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e vazdes (0,2 mL/min - 1,0 mL/min), mantendo constante a concentragio de sal (2M NaCl)
¢ pH (7,0) do caldo bruto de fermentagdo aplicado ¢ a temperatura de operaciio (15 °C).
Nas diferentes fragdes coletadas determinou-se a atividade lipolitica. Também foram
realizados ensaios para diferentes concentragdes de cloreto de sédio (OM - 2M) mantendo-
se constantes a altura do leito (5 cm), vazio (1 mL/min), pH (7,0) ¢ temperatura de

operagdio (15 °C); nas diferentes fragdes coletadas determinou-se atividade lipolitica.

A eficiéncia (§) foi calculada utilizando a equago:

__ Qads{c/co=0)
Qaplicado(c / co=0,9)

(4.2)

onde: Qads. € a quantidade de atividade lipolitica adsorvida pelo leito de resina, até que a
atividade lipolitica na saida da coluna seja igual a 0,9 da atividade lipolitica inicial;
Qaplicado ¢ a quantidade de atividade lipolitica injetada na coluna at¢ que a atividade

lipolitica na saida atinja um valor igual a 0,9 da atividade lipolitica inicial.

Na integragio numérica necessiria para o célculo da eficiéncia na retengdio de
lipase, para as diferentes condigbes operacionais consideradas, foi utilizado Origin

MicroCal 4.0.

4.3-Determinagdes complementares

Estas determinacSes foram feitas por serem necessarias para outras etapas deste
trabalho, principalmente para as simulagbes tantc em coluna cromatografica como no

sistema continuo CARE.
4.3.1- Determinacio da porosidade do leito e a porosidade da particula de resina

As porosidades, do leito e das particulas de resina, foram determinadas pelo
método dos momentos NAKANISHI et al., 1977: SIROTTI & EMERY, 1983; ARNOLD
et al., 1985), utilizando Dextran Blue 0,2% (m/v) em tampéo fosfato de sodio 10 mM,

como tragador de alto peso molecular, e acetona 1% (v/v) em tampdo fosfato de sodio
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10mM como tragador de baixo peso molecular. Os ensaios foram realizados num FPLC
com vazdes compreendidas entre 0,1 mL/min e 1 mL/min, em colunas contendo | mL e 5
mL de Butyl Sepharose. As leituras de absorbéncia foram feitas com espectrofotémetro
UV a 280 nm,

O método dos momentos consiste em determinar o valor do primeiro momento
para o sistema, inicialmente sem a presenga do leito de resina, e depois quando j4 o leito de
resina se encontra no sistema. O valor do primeirc momento pode ser calculado pela

equagdo (4.3):

f’tca) dt
=2 7 (4.3)

& f Ctydt

onde: p, € o primeiro momento para o sistema, t é o tempo do experimento, ¢ C(t) € a

concentracdo do tragador, na saida da coluna, medida como absorbancia.

O primeiro momento para o leito é dado pela diferenca entre os primeiros

momentos do sistema completo contendo resina (u{) e do sistema sem resina ( pf’):

H t
ur =pl-pf =—[fe+{1-e)o]+2 (4.4)
Uy 2
onde: H € a altura do leito, u, € a velocidade superficial do liquido, € é a porosidade do
leito, o € a porosidade da particula e t, o tempo de injecio. A velocidade superficial do

Hquido pode ser calculada pela relagéo:

vazio
Ug =—— ;
secdo reta da coluna cromatografica

A porosidade do leito € obtida através da determinagiio do primeiro momento
utilizando o tragador de alto peso mwolecular, para garantir que nZo ocorra a entrada do
mesmo nos poros da resina. Neste caso a porosidade da particula pode ser considerada zero

e a equacdo (4.4), torma-s¢:
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—py =+ (4.5)

Desta forma, a porosidade do leito é determinada através do primeiro momento para vérios
valores de velocidade superficial do liquido. A inclinagiio da reta obtida no grafico de

primeiro momento no leito em fungio de H/, é igual a porosidade do leito (g).

A porosidade da particula ¢ determinada pelos primeiros momentos do tracador de
baixo peso molecular, obtidos para diferentes valores de velocidade superficial do liquido.
A inclinagéio da reta obtida no grafico de primeiro momento em funcéio de H/u, é [e+(1-€)o]
e, por tanto, a porosidade da particula é obtida desta inclinagio substituindo o valor da

porosidade do leito.

A altura do prato teérico (HETP) esta relacionada com o desempenho da coluna
cromatografica, e pode ser determinada com o primeiro ¢ segundo momento dos pulsos do

tragador de baixo peso molecular injetados na coluna, utilizando a equagio (4.6):

HETP =H2H 4.6)
uf

onde o segundo momento esta dado por:

[e-m)? coa
f’ C(t) dt

4.7

Ha

4.3..2-Densidade

Para determinagéio da densidade da resina e das solugdes enzimaticas foi utilizado o

método do picnémetro, segundo as recomendagdes de MOHSENIN (1986).

4.3.3-Viscosidade

A determinacgfio de viscosidade cinematica das solu¢@es contendo lipase, a serem
purificadas, foi feita utilizando viscosimetro capilar Cannon-Fenske N° 50. A temperatura

foi mantida constante (15 °C) colocando-se o viscosimetro num banho de 4dgua.
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V-RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste Capitulo estardo sendo enfocados os resultados experimentais, assim como

os resultados das simulagdes de adsor¢io de lipase em coluna de resina hidrofobica.

5.1-Resultados experimentais

5.1.1-Microrganismo

Na Figura 5.1 apresenta-se a microfotografia do microrganismo utilizado na
fermentagdo para produgio de lipase. Através das caracteristicas morfologicas do micélio,
com hifas segmentadas que se quebram em artrosporas cilindricas com extremos
arredondados (CONANT ef al, 1972; ASAHARA et al., 1993, MACEDO, 1995) o

microrganismo foi identificado como pertencente ao género Geotrichum.

FIGURA 5.1-Microfotografia (1000x) do Geotrichum sp. apos 12 horas de fermentagéo em
meio complexo (sob as condi¢des: agitagdo 400 rpm, aeracdo 1 VVM e
temperatura 30 °C)
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3.1.2-Producio de lipase extracelular por Geotrichum sp.

A produgéo de lipase nos meios (1) e (2), medida pela atividade lipolitica no caldo
de fermentacdo, € apresentada na Figura 5.2. O indculo foi desenvolvido num meio
contendo 0,3% de extrato de levedura, 0,2% NHsOH, 1,5% de farinha desengordurada e
1% de farinha de trigo, e foi utilizado apds 72 horas de incubagio (MACEDO, 1995).
Atingiu-se um méximo de 25 U/mL, num periodo aproximado de 24 horas de fermentagéo,
quando utilizada 4gua de maceragio de milho (AMM) como fonte de nitrogénio organico
(meio (1)). Para o meio (2), contendo peptona, a maxima atividade lipolitica foi de 20
U/mL, obtida num periodo de 20 horas. Pode-se observar que apds o tempo de atividade
enzimética maxima, esta diminui, devido possivelmente a agiio de proteases produzidas
pelo microrganismo (BAILLARGEON et al., 1989).
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Figura 5.2-Produg#io de lipase por Geotrichum sp. em meios contendo
dgua de maceragdo de mitho (AMM) e peptona.

A Figura 5.3 mostra comportamento similar na produgéo de lipase, utilizando
meio (3), quando comparade aos meios contendo AMM e peptona. O indculo foi
desenvolvido no meio indicado por MACEDO (1995), e foi utilizado apds 72 horas de
incubagfio. A atividade atingiu um valor maximo em torno de 20 U/mL, apés 14 horas de
fermentacfo, e depois deste tempo notou-se uma queda de quase 50% no valor da atividade

lipolitica. Esta queda na atividade lipolitica coincidiu com o aumento no pH (mantido
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constante em 4,5 com a adigio de NH;OH 1M) e com o aumento na massa celular. Estes
dois fatores podem ter originado a produgdio de proteases por parte do microrganismo, que
provocaram a queda de atividade lipolitica. Deve-se notar que quando o valor do pH
permaneceu constante, foi minimo o aumento da massa celular. Este comportamento €
similar ao relatado por SIDEBOTTOM et al. (1991) na produgiio de lipase por Geotrichum
candidum, utilizando um meio de composicio similar ao meio (3), mas contendo maior
quantidade de extrato de levedura (20 g/L).
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Figura 5.3-Produgfio de lipase por Geotrichum sp. em meio contendo
extrato de levedura como fonte de nitrogénio

A producio de lipase utilizando AMM (meio 1) com corregio do pH do meio de
producdo é apresentada na Figura 5.4. O meio para producgo do inéculo foi o indicado por
MACEDO (1995). O pH do meio foi corrigido de 3,6 (valor inicial) até 7,6. Esta mudanca
no pH foi feita para estar na faixa do pH de estabilidade da lipase produzida pelo
Geotrichum sp. (pH entre 5 e 8). Deve-se notar que a atividade lipolitica méaxima estd em
torno de 28 U/mL apds 22 horas de fermentagio e que a queda na atividade enzimitica
ocorre de maneira muito brusca. Esta queda pode ser justificada pela presenca de proteases
(BAILLARGEON et al., 1989). Esta solugio enziméitica mostrou ser muito instivel

durante os ensaios de purificagdo no FPLC, devido a agad das proteases presentes.
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Figura 5.4-Produgéio de lipase por Geotrichum sp. em meio contendo 4dgua de maceragio
de milho (AMM) com corre¢do do pH inicial do meio de fermentagéo

Nas Figuras 5.5 (a) e 5.5 (b) sdo apresentadas fermentagdes utilizando o meio (1)
para as quais o inoculo foi desenvolvido no mesmo meio (TSUJISAKA er al., 1973a;
JACOBSEN ef al., 1989a). Isto originou uma diminuigéo no tempo requerido para atingir a
maxima atividade lipolitica (10-12 horas), ja que o microrganismo esta adaptado ao meio e
pode utilizar os nutrientes com maior eficiéncia. Além disso, a perda de atividade lipolitica
no final da fermentagiio nfo foi muito pronunciada, sendo a enzima obtida mais estavel

durante a armazenagem.

Em relagio ao comportamento do pH durante a fermentagdo, este decresceu
ligeiramente durante o inicio da fermentagdo devido a assimilag&o do ion NHs, presente no
sulfato de aménio utilizado como fonte de nitrogénio, liberando na solugfio o NOs. Esta
acidificagdo é gradativamente diminuida pela assimilagfio do nitrogénio orginico ¢ pela
formagdo de catabolitos de cardter bésico, o que origina um aumento do pH até o final da
fermentago. Comportamento similar do pH foi relatado por JACOBSEN et al. (1989a,b),

no curso da fermentagdo por Geotrichum candidum de meios contendo dleo de oliva.

A atividade lipolitica atingida, entre 20 e 25 U/mL, foi maior que a obtida por
MACEDO (1995) ¢ MEDEIROS (1999), com meios de composigdo similar mas com a
fermentago conduzida em frascos agitados. Isto indica que o incremento na aerag3o foi
vantajoso para produgdo de lipase (BAILLARGEON et al., 1989; JACOBSEN et al,,

1989a).
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Com base nos resultados obtidos, para a producdio da lipase a ser utilizada na
purificacdio, foi escolhido o meio (1), sendo a fermentacio conduzida nas condi¢Bes

indicadas anteriormente.
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Figura 5.5-Produg#o de lipase por Geotrichum sp. em meio contendo
agua de maceragéo de milho (AMM) sem corregdio do pH

3.1.3-Selec@io do tipo de resina para purificagiio

Os resultados obtidos no “screening” das resinas hidrofébicas Butyl Sepharose,
Octyl Sepharose e Phenyl Sepharose sio apresentados nas Figuras 5.6 (a), 5.6 (b) e 5.6 (¢),
respectivamente, e na Tabela 5.1, Em todos os casos, utilizou-se uma concentracdo 2M de

cloreto de s6dio no caldo bruto de fermentagéo e no tampéo de adsorgio, a pH 7.
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FIGURA 5.6-“Screening” de resinas hidrofobicas na purificagdo de lipase. (a) Butyl
Sepharose, (b) Octyl Sepharose, (c) Phenyl Sepharose.
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Na Figura 5.6 pode-se ver que as resinas hidrofébicas utilizadas apresentam
comportamento diferente na recuperago da lipase (atividade lipolitica). No caso da Butyl-
Sepharose (Figura 5.6a), quando o tampio sem NaCl comega a ser injetado, inicia-se a
dessor¢do da proteina adsorvida na coluna, aparecendo nesta primeira fragdo a maior parte
da atividade lipolitica adsorvida. Para o caso da Phenyl Sepharose {Fig. 5.6b), a eluigio da
lipase adsorvida, medida como atividade lipolitica, comeca uma fracéio depois do inicio da
elui¢do, conseguindo-se recuperar a maior parte da atividade lipolitica em duas fracdes.
Quando Octyl Sepharose ¢ utilizada (Figura 5.6¢), também a eluigio da atividade lipolitica
comeca uma fragdo apds o inicio da eluigdo, mas a recuperagio da maior parte da atividade
lipolitica ocorre em até 5 fragdes, o que indica que a forga de adsorgéo entre a lipase € esta
resina € muito maior que no caso das outras duas resinas utilizadas. Este comportamento
de maior ou menor retengdo, pode ser explicado em relaglo ao grau de hidrofobicidade das
resinas que varia com o tipo de ligante utilizado, alifatico ou aromatico, e sendo alifitico
varia com o comprimento da cadeia do hidrocarboneto (HOFSTEE, 1973; HOFSTEE &
OTILLIO, 1978). Assim, a Octyl Sepharose tem alta hidrofobicidade, a Phenyl Sepharose
hidrofobicidade média e a Butyl Sepharose hidrofobicidade baixa (PHARMACIA, 1993).

Os valores do fator de purificacdo e da atividade recuperada, obtidos utilizando

resinas hidrofébicas na purificagdo da lipase de Geotrichum sp., encontram-se na
Tabela 5.1.

TABELA 5.1 - “Screening”de resinas hidrofobicas para purificagio de lipase de
Geotrichum sp. (concentragdo 2M NaCl, pH 7)

Atividade  Proteina Atividade Atividade Fator de
Etapa total (mg) Especifica  Recuperada  Purificacio
) (U/mg) (%)

Lipase bruta

injetada (2 mL) 42,12 7,31 5,77 100 1
Butyl-Sepharose 38,10 0,28 136,66 90,47 23,71
Octyl-Sepharose 35,55 0,48 74,18 84,41 12,87
Phenyl-Sepharose 32,21 0,27 123,96 78,85 21,51
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Na Tabela 5.1 pode-se ver que a maior recuperagio de atividade, nas condi¢Ses do
ensaio, foi obtida com Butyl Sepharose, meio menos hidrofébico entre os utilizados. Isto
pode ser devido & maior facilidade na dessorgio da lipase ao utilizar para eluigdo tampéo
sem NaCl, quando comparada com os meios mais hidrofobicos, que poderiam requerer do
uso de detergentes para conseguir a eluigfio total da enzima adsorvida JURGENS &
HUSSER, 1981; SABUQUILLO et al., 1998). O maior fator de purificacdo foi obtido com
Butyl Sepharose, seguido por Phenyl Sepharose, com valores que sdo quase o dobro do
obtido com Octyl Sepharose, meio mais hidrofébico. Isto pode ser explicado em relago a
maior hidrofobicidade da Octyl Sepharose, que nas condicdes do teste adsorveu mais
proteina que a Butyl Sepharose. Devido a esta elevada hidrofobicidade a Octyl Sepharose
vem sendo utilizada como suporte para imobilizacfio de lipases (BASTIDA ef al; 1998;
FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998; SABUQUILLO et al., 1998) sob condigdes de

baixa forga ibnica.

Baseados nos resultados obtidos, foi selecionada a Butyl Sepharose como o meio a
ser utilizado para a recupera¢fio da lipase de Geotrichum sp., presente no caldo bruto de

fermentacao.

5.1.4-Efcito da concentragio de cloreto de sédio na purificagdo da lipase

O efeito da concentragdo de cloreto de sodio sobre a retengdo de proteina pela
coluna de Butyl-Sepharose € na purificagio da enzima é apresentado na Figura 5.7.
Verifica-se que um aumento progressivo na concentragéo do sal origina um aumento na
quantidade de proteina retida na coluna, o que pode ser atribuido ao aumento das interagdes
hidrofébicas entre o suporte sélido e as proteinas presentes no caldo bruto (OCHOA, 1978;
QUEIROZ et al., 1996; KERZEL & MERSMANN, 1990, 1992).

A atividade enzimética recuperada, apés a eluigdo, e o fator de purificagio estéo
apresentados na Tabela 5.2. Nota-se que a atividade lipolitica recuperada diminui com o
aumento da concentragéio de sal utilizada, na faixa de 2M a 4M, que pode ser devida a uma
provavel desnaturagfio da lipase ou adsorgéo menos seletiva em concentragdes elevadas de

cloreto de s6dio ja que as outras protefnas presentes no caldo bruto também atingem certo
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grau de hidrofobicidade podendo competir com a lipase pelos sitios hidrofobicos da matriz;
quando o teor salino aumenta de IM até 2M apresenta-se um aumento na atividade
recuperada e no fator de purificagio que indica uma maior seletividade na adsor¢iio de
lipase nesta ultima concentragdo. O comportamento observado na faixa de concentracdo de
2M até 4M de NaCl, ¢ diferente ao relatado por KERZEL & MERSMANN (1990, 1992),
que trabalhando com sulfato de aménio nas concentragdes OM até 1,15M, obtiveram maior
adsor¢fio de lipase na concentragio mais elevada; e concordante com os resultados de
SABUQUILLO er al. (1998) que relataram maior adsorgfio das lipases comerciais de
Rhizopus niveus ¢ Candida rugosa, sobre Octyl Sepharose, em concentracSes baixas de
sulfato de amédnio (soluges de baixa forga i6nica). Comportamento similar foi verificado

para o fator de purificagio pois estd relacionado com a quantidade de proteina adsorvida na

coluna cromatografica,
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FIGURA 5.7-Efeito da concentrago de cloreto de sédio sobre a adsor¢io de proteina e

atividade lipolitica em coluna de Buty! Sepharose. 4FF Hi Trap® (a) 4M, (b)
3M, (¢} 2M, (d) IM
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TABELA 3.2- Efeito da concentraggio de cloreto de sédio na purificagfio parcial de lipase
de Geotrichum sp. utilizando coluna de Butyl Sepharose 4FF HiTrap®

nggt%age Atividade Proteina Atividade Atividade Fator de
o Etapa total (U)  total Especifica Recuperada Purificagiio
sédio 10 mM + (mg) (U/mg) (%)
NaClpH 7: £ 8 °
4M Lipase bruta 20,28 8,12 2,50 100 1
Butyl Sepharose 3,28 0,63 5,21 16,16 2,09
3M Lipase bruta 21,06 8,16 2,58 100 1
Butyl Sepharose 7,50 0,51 14,78 35,6 5,73
2M Lipase bruta 23,87 9,48 2,52 100 1
Butyl Sepharose 9,84 0,31 31,86 41,21 12,66
1M Lipase bruta 22,30 9,10 2,45 100 1
Butyl Sepharose 5,26 0,21 25,05 23,87 10,22

5.1.5-Purificacdio de lipase em colunas de troca ionica (Q-Sepharose) ¢ hidrofébica

(Butyl-Sepharose)

Os resultados da purificagdo parcial de lipase em colunas de troca i6nica e de
interagiio hidrofébica sio apresentados nas Figuras 5.8 € 5.9 e nas Tabelas 5.3 ¢ 5.4. O
fator de purificac@o obtido para o caso da coluna de Q-Sepharose foi de 4,44 vezes sendo a

recuperacgio de atividade de 55,13%.
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Figura 5.8-Purificagdo de lipase de Geotrichum sp. em coluna de Q-Sepharose
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TABELA 5.3 - Purificag8io de lipase de Geotrichum sp em coluna de troca idnica

Atividade Proteina Atividade Atividade Fator de

Etapa total (mg) Especifica Recuperada  Purificagiio
) (U/mg) o)
Lipase bruta
injetada (5 mL) 123,70 34,02 3,75 100 1
Cromatografia Q-
Sepharose 70,25 423 16,66 55,13 4,44

O fator de purificagéo e atividade recuperada obtidos com a coluna de Butyl-
Sepharose foram maiores quando comparada com a coluna de troca idnica, Esta melhora
na recuperagdo e na purificagéio pode ser devida ao elevado grau de hidrofobicidade que
apresenta a lipase, pouco usual entre as enzimas, como também ao caracter mais seletivo da
cromatografia de interacdo hidrofébica (HIC) em relagtio 4 cromatografia de troca idnica, ja
que o grau de hidrofobicidade pode modular-se, enquanto que a troca idnica esta limitada a
positivo ou negativo (HOFSTEE & OTILLIO, 1978).
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Figura 5.9-Purificagéio de lipase de Geotrichum sp. em coluna de Butyl-Sepharose

TABELA 5.4 - Purificagfio de lipase de Geotrichum sp usando coluna hidrofobica
de Butyl Sepharose (concentragio 2M de NaCl na adsorgio)

Atividade Proteina Atividade Atividade Fator de

Etapa total (mg) Especifica  Recuperada  Purificagfio
) (U/mg) (%)
Lipase bruta
injetada (5 mL) 34,90 19,73 1,77 100 1
Cromatografia
Butyl Sepharose 23,74 0,344 69,01 68,02 38.99
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Para determinar o grau de purificagfio da lipase atingido no FPLC equipado com
coluna de Butyl Sepharose, as fragSes obtidas muma rodada injetando um volume
significativo de caldo bruto (60 mL), cujos resultados so apresentados na Figura 5.10 e na
Tabela 5.5, foram analisadas por eletroforese (Figura 5.11).
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FIGURA 5.10-Lipase eluida da coluna hidrofobica de Butyl Sepharose para analise por
eletroforese (2M NaCl, pH 7, 5 mL de resina na coluna)

TABELA 5.5 - Purificagdo de lipase de Geotrichum sp usando coluna hidrofobica de
Butyl Sepharose (2M NaCl na adsor¢do, pH 7, 1 cm didmetro da coluna,
5 ¢m altura leito de resina)

Atividade Proteina  Atividade especifica Fator de
Amostra (U/mL) (mg/mL) (U/mg) Purificagio
Lipase bruta 15,86 3,78 420 1
Fracdo 1 26,77 0,30 88,54 21,1
Fragdo 2 31,14 0,95 32,81 7.82
Fragéo 3 15,70 1,08 14,61 3,48
Fracéo 4 9,33 0,8 11,70 2,79
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FIGURA 5.11-Eletroforese das fragbes coletadas na etapa de eluigdo durante a purificagiio de
lipase de Geotrichum sp. utilizando coluna hidrofobica de Butyl Sepharose
(concentragio 2M NaCl, pH 7, temperatura: 15 °C) P: padrdes utilizados, 1, 2,
3, 4: fragBes coletadas sucessivamente.

As atividades especificas e o fator de purificagdo apresentados na Tabela 5.5, sdo um
indice do elevado grau de pureza atingido na etapa de purificagdc com a coluna de Butyl
Sepharose. Através da eletroforese pode-se ver que as diferentes fragdes coletadas na eluigio
contém lipase, que no caso do Geotrichum sp. tem massa molar proxima da albumina (em
torno de 60 kDa). Isto é concordante com as determinag3es feitas por MACEDO (1995) para
lipase de Geotrichum sp. e por JACOBSEN et al, (1989a,b), BAILLARGEON &
McCARTHY (1989) e SIDEBOTTOM et al. (1991), para lipase de Geotrichum candidum,
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3.1.6-Cinética de adsorgiio de lipase em Butyl-Sepharose

A cinética de adsor¢dio da lipase medida em fun¢lio da atividade lipolitica é
apresentada na Figura 5.12. Pode-se verificar que a quantidade de enzima adsorvida pela
resina aumenta com o aumento na concentragio do sal. Isto pode ser explicado pelas
mudangas na conformagio estrutural e a diminui¢io da solubilidade da enzima, por efeito
do sal, que resultam num reforgo das interagBes hidrofébicas entre a enzima e a Butyl-
Sepharose (OCHOA, 1978; PORATH, 1986). Também pode-se ver que o efeito do pH na
adsorc@io de lipase € pequeno, sendo muito similares as curvas para os valores de pH
considerados (pH 6 e 7); este comportamento pode indicar que as interagdes hidrofdbicas
s&0 mais importantes na adsorcdo de lipase pela Butyl-Sepharose que as forgas
electrostiticas (GELUK et al., 1992; GITLESEN et al., 1997).
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FIGURA 5.12-Cinética de adsor¢dio de lipase em resina hidrofébica Butyl Sepharose em
fungio da concentragdo de cloreto de sodio no caldo de fermentagéo
(Temperatura, 15 °C, agitagfio 120 rpm, resina/caldo bruto: 1/5)

5.1.7 -Isotermas de adsorcio de lipase em Butyl-Sepharose

As isotermas de adsorcio de lipase por Butyl-Sepharose para diferentes
concentracdes de cloreto de sédio sfio apresentadas na Figura 5.13, e os valores dos

pardmetros cinéticos Qm € kq na Tabela 5.6. Pode-se notar que os pardmetros cinéticos
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dependem fortemente da concentragdo do sal no caldo bruto a purificar. Os valores do kg
apresentam uma diminui¢do com o aumento do teor salino; indicando um favorecimento da
cinética de adsorgéo, enquanto que os valores do Qp, apresentam um aumento acentuado, o
que indica um aumento na capacidade maxima de retengio da Butyl-Sepharose. Dos
valores obtidos para os pardmetros cinéticos, pode-se indicar que a afinidade entre a Butyl-
Sepharose ¢ a lipase de Geotrichum sp. ¢ relativamente alta (kg pequeno), na concentragio
2M de cloreto de s6dio, ndio alcangando-se um patamar bem definido nas condi¢Ses
utilizadas. Comportamento similar ao descrito neste trabalho para a faixa de conceniracdo
de NaCl compreendida entre OM e 2M § indicado por KERZEL & MERSMANN (1990,
1992) para a adsorgdo de lipase de Staphylococcus carnosus sobre resina de interacdo
hidrof6bica, utilizando sulfato de aménio como sal promotor das interagdes hidrofobicas,
ainda quando a forga idnica das solugdes de sulfato de ambnio seja muito maior que nas
solugbes de cloreto de sédio, requerendo-se uma concentragfio quatro vezes maior de NaCl
para ter um efeito compardvel ao obtido com sulfato de amdnio ou sulfato de sédio
(PHARMACIA, 1993).
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FIGURA 5.13-Isotermas de adsorgio de lipase em resina hidrofébica Butyl Sepharose em
funcdo da concentragio de cloreto de sodio (Temperatura, 15 °C, agitagio,

120 rpm)
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TABELA 5.6. Valores dos pardmetros cinéticos para adsor¢#io de lipase por
Butyl-Sepharose em funcfo da concentracdo de NaCl

Concentragdo NaCl Qm k4
(tnoles/litro) (U/g. resina) (U/mL)
0.5 31,15 5,42
1,0 69,95 7,34
2,0 80,10 2,99

5.1.8-Determinag¢io dos parimetros cinéticos k; e k3

Com o conhecimento das isotermas e a cinética de adsorcio da lipase, medida
como atividade lipolitica, foi possivel, mediante a modelagem matematica deste processo
em batelada, obter os valores dos pardmetros cinéticos intrinsecos (k) e kj), para as
diferentes concentragdes de cloreto de sédio utilizadas, aplicando o método de Runge-Kutta
de 4a. ordem para resolucdo numérica da equagfio 3.3 da modelagem matematica. Um bom
ajuste entre os resultados simulados e os experimentais pode ser verificado (Figura 3.14).
A Tabela 5.7 apresenta os valores obtidos para k e ky; o valor de k; foi obtido da relagdo
kg =ks /k;.
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FIGURA 5.14-Simulagfio da adsorgiio de lipase em resina hidrofébica Butyl Sepharose em
tanque agitado a diferentes concentragdes de NaCl (Temperatura, 15 °C;pH, 7)
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TABELA 5.7-Valores dos parimetros cinéticos intrinsecos k; e k; na adsorgéo de lipase por
Butyl-Sepharose em fungio da concentragio de NaCl

Concentraggio NaCl k ks
(moles/litro) (mL/U-min} (1/min)
0,5 0,00450 0,04239
1,0 0,00601 0,04411
2,0 0,00950 0,02841

A variagdo dos parmetros cinéticos Qy , k) e ky , em fungfio da concentragéio de

cloreto de sédio estd apresentada nas Figuras 5.15 ¢ 5.16.
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FIGURA 5.15-Variagéo dos pardmetros cinéticos Q, e kg com a concentragdo de cloreto de
sddio no caldo bruto de fermentagio a purificar

Visando a simulagdio de wm processo continuo (CARE, “Continnous adsorption
recycle extraction™) para purificago da lipase de Geotrichum sp., foram obtidas equacdes
para o célculo dos pardmetros cinéticos, em fungfo do teor salino, a partir dos valores

indicados nas Tabelas 5.6 e 5.7. Ditas equagdes foram:

Qq = 13,467 [NaCl] exp (-0,1623 [NaCl]? +1,7477) R? = 0,9596

k; = 0,00276+0,00336 [NaCl] R? = 0,9988
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FIGURA 5.16-Variagdo dos parAmetros cinéticos intrinsecos ki ¢ kz com a concentragio de
cloreto de sédio no caldo bruto de fermentagfio a purificar

5.1.9-Curvas de ruptura

As curvas de ruptura, como atividade lipolitica, para vazdes na faixa de 0,2
mL/min até 1 mL/min e alturas do leito de 2,5 cm até 7,5 cm, estdo apresentadas nas
Figuras 5.17 (a), 5.17 (b) e 5.17 (c), ¢ as eficiéncias calculadas para estas condigdes
encontram-se na Tabela 5.8. Verifica-se que, para igual altura do leito, a adsorgio ¢
incrementada com a diminui¢do da vazdo (velocidade superficial) de injec@io da amostra;
enquanto que para igual vazo (velocidade superficial) de aplicagdo da amostra, a adsor¢io
aumenta com o aumento da altura do leito. Similar comportamento € relatado por
WENZIG et al. (1993) para adsorgdo de lipase de Staphylococcus aureus em coluna
empacotada com gel hidrofébico TSK 650.
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FIGURA 5.17-Curvas de ruptura do caldo de fermentacgéio contendo lipase de Geotrichum
sp. em fungdo da vazdo e altura do leito de resina (Concentragio de cloreto
de sédio 2M, didmetro da coluna, 1 ¢cm; pH, 7)
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TABELA 5.8-Eficiéncia da coluna de Butyl Sepharose na recuperagio de atividade
lipolitica a diferentes condi¢des de vazio (velocidade superficial) e altura do
leito (Temperatura, 15 °C; pH, 7; concentragiio NaCl, 2M; didmetro coluna,

1 cm)
Altura do leito (cm) Vazio (mL/min)  Velocidade superficial Eficiéncia (%)
(cm/min)
2,5 0,2 0,2546 63,95
2,5 0,6 0,7639 56,85
2,5 1,0 1,2732 51,90
5,0 0,2 0,2546 68,77
5,0 0,6 0,7639 65,08
5,0 1,0 1,2732 60,69
7,5 0,2 0,2546 72,30
7.5 0,6 0,7639 70,81
7.5 1,0 1,2732 66,49
TS e e U T
’!. ~ “I‘“:,“ A £ pu
08- I 4 ? i i
A 4 - u®
0.6+ / jz .’.! ]
e / /. Concentracio NaCl
g 0.4 [ .X. lf ——0M |
’ A/ / / —r— 0,5M
f Z s u® —a—10M
Al W |
Lo —=—20M
00 & T.i..T-.. T T 1
0,0 0.5 10 13 20 2,5
Tempo (horas)

FIGURA 5.18-Curvas de ruptura do caldo de fermentagio contendo lipase de Geotrichum
sp. em funcdo da concentragio de cloreto de sédio (Altura de leito, 5 om;
vazdio, 1 mL/min; didmetro da coluna, 1 cm; pH, 7)

Na Figura 5.18 sio apresentadas as curvas de ruptura para diferentes

concentragdes de cloreto de sédio no caldo bruto de fermentagdo e no tampdo de adsorgo,

na faixa de OM até 2M. Pode ver-se que a inclinagio das curvas vai diminuindo com ©

aumento da concentracdio de cloreto de sodio, o que pode ser explicado, considerando que o

97



Capitulo V. RESULTADOS E DISCUSSAQ

valor dos pardmetros cinéticos Qp, ¢ k; se incrementam com o aumento do teor de sal,

aumentando em conseqiincia a capacidade de adsor¢do, atingindo-se uma eficiéncia de

62,24% para a concentragiio 2M.

3.1.10-Porosidade do leito ¢ da resina utilizada

A determinagfio da porosidade do leito foi feita injetando pulsos de Dextran-Blue
0,2% (v/v) numa coluna HRS empacotada contendo Butyl Sepharose, sendo a altura do

leito de 1 ¢cm.

Aplicando o método dos momentos e calculando as dreas dos pulsos, foi obtida a
porosidade do leito a partir da inclinagdo da reta resultante ao graficar os primeiros
momentos em funcfo da razdo [altura do leito/velocidade superficial], como mostrado na

Figura 5.19. O valor obtido para a porosidade do leito foi de 0,41, sendo o coeficiente de
correlacio de 0,997.

0.3 -

bt

[N
1

1

plL =y, |.1.10 (minutos)
=
T
1

0.0

00 01 02 03 04 os 06 07 0%
[Altura do leito/Velocidade superficial] (minutos)

FIGURA 5.19-Determinacfio da porosidade do leito de resina hidrofébica Butyl Sepharose
através dos primeiros momentos versus [altura do leito/velocidade
superficial)]

Para a determinaciio da porosidade da particula de Butyl Sepharose foram
injetados pulsos de acetona 1% em coluna HRS empacotada com a resina, sendo a altura do

leito de 1 cm. Aplicando o método dos momentos e calculando as areas dos pulsos obtidos,
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foi construida a Figura 5.20, sendo 0,9734 o valor da inclinagfio da reta mostrada. Ja que
inclina¢do da reta = [¢ + (1 - &) o] e conhecendo o valor de ¢, obtém-se ¢ = 0,955. O valor
determinado para a porosidade da particula (o) estd na faixa de porosidades indicada para
particulas baseadas em agarose, de 0,94 a 0,96, segundo HORSTMANN & CHASE (1989)
e préxima dos valores relatados para particulas esféricas de diémetro similar, como
Sephacryl 100, por NAKANISHI ez al. (1977).

0.8 T T T T T T

0.5 - -

0,4 4

= p-n,° (minutos)

0,2 ]

24

0.0 . 012 . Oj4 . 0:6 . a8
[Altura do leito/Velocidade superficial] (minutos)
FIGURA 5.20-Determinaciio da porosidade da particula de resina hidrofobica Butyl

Sepharose através dos primeiros momentos Versus [altura do
leito/velocidade superficial]

HETP (cm)

T T T T 1 T
0,000 D,(;OS 004 0,015 0,020 0,025

Velocidade superficial {cm/s}

FIGURA 5.21-Relagio entre HETP e Velocidade superficial para Butyl Sepharose
(didmetro da coluna, 1 cm; altura do leito, 5 cm; tracador, acetona 1%)
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A determinacdio da altura do prato tedrico (HETP), para coluna de 1 ¢m de
difmetro interior ¢ 5 cm de altura do gel Butyl Sepharose, foi feita calculando os segundos
momentos estatisticos dos pulsos do tragador de baixo peso molecular (acetona 1%). Os
valores determinados para HETP variam ligeiramente com a velocidade superficial, na
faixa de 338 pm - 450 pm, como mostrado na Figura 5.21, o que indicaria perda de
eficiéncia na coluna trabathando em vazdes altas. Comportamento similar tem sido relatado
para particulas de matérial como géis de Sephadex (NAKANISHI ef of., 1977). Os valores
obtidos para HETP sdo baixos (de trés a quatro vezes o didmetro da particula) podendo

considerar-se que a coluna estudada apresenta boa eficiéncia.

3.1.11-Densidade do caldo de fermentaciio a diferentes concentracdes de NaCl

A densidade do caldo de fermentagdo utilizado, a diferentes concentracbes de
cloreto de sédio, é apresentada na Tabela 5.9. Pode ser visto que quanto maior a

concentragdo do sal na solugéio, maior é a densidade da solugdo enzimatica.

TABELA 5.9-Densidade do caldo de fermentagfo contendo lipase de Geotrichum sp em
diferentes concentragdes de NaCl (Temperatura, 15 °C)

Concentraciio NaCl Densidade
(moles/litro) (kg/m*)
0 1009,2
0,5 1028,2
1,0 1047,9
1,5 1067,1
2,0 1086,3

A densidade da resina hidrofbica timida foi de 1,09 g/ml., valor préximo da
densidade do tampéo utilizado para adsor¢do. Pode-se explicar este resultado pela grande
quantidade de 4gua presente na resina \imida, que atinge valores entre 90 e 95%. O valor
obtido estd préximo do indicado por DRAEGER & CHASE (1990) para particulas de Q-
Sepharose (1131 kg/m’).
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5.1.12-Viscosidade do caldo de fermentaciio a diferentes concentragies de NaCl

Os valores de viscosidade cinemadtica e viscosidade absoluta do caldo bruto de
fermentagdo, a diferentes concentragdes de cloreto de sddio, estdo apresentados na Tabela
5.10. Pode-se ver que esta propriedade fisica incrementa-se ligeiramente com o aumento

da concentracdo do sal, na faixa utilizada,

TABELA 5.10-Viscosidade cinematica e absoluta do caldo de fermentacio contendo lipase
de Geotrichum sp a diferentes concentragdes de NaCl (Temperatura, 15 °C)

Concentragio NaCl | Viscosidade cinematica x 10® | Viscosidade absoluta x 10°
(moles/litro) (m?/h) (kg/m h)
0 1,17 1,181
0,5 1,18 1,213
1,0 1,21 1,268
1,5 1,28 1,365
2,0 1,29 1,401

5.2-Simulac¢io de coluna cromatografica hidrofébica

Com o intuito de realizar a validaco dos valores obtidos para as constantes
cinéticas Qm, ki € k» nos testes em reator agitado, foram simuladas as curvas de ruptura,
para diferentes concentracdes de cloreto de sodio, e comparadas com as obtidas
experimentalmente. Os valores dos parimetros utilizados para a simulagéo encontram-se

na Tabela 5.11.

Na Figura 5.22 estfio representadas as curvas de ruptura para diferentes
concentragdes de cloreto de soédio. Pode-se observar boa concordéncia entre as curvas
experimentais e as simuladas, o que permite ter confianca nos valores das constantes
cinéticas a serem utilizadas posteriormente na simulagio do processo continuo de
purificagdo de lipase (CARE). Em alguns dos casos, a capacidade maxima de adsor¢fio
sofren aumento quando comparada com os valores obtidos em tanque agitado. Esta

mudanga pode ser explicada considerando que a capacidade dindmica do reator de leito fixo
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TABELA 5.11-Pardmetros utilizados na simulacio de coluna cromatografica hidrofébica
em diferentes concentragdes de cloreto de sédio (Porosidade leito: 0,40;
didmetro coluna, 0,01 m; altura leito, 0,05 m; didmetro particula, 9x107 m)

Parimetros oM 0,5M 1,0M 1,5M 2,0M
Concentragio enzima, Co, Um®  2x10°  2,1x107  1,7x107  15x107  1,5x10°
Capacidade resina (Qm), U/m*  1,08x107 3,38x107 6,21x107 7,51x107  8.9x107
k; , m*/U-h 1x107 4x107  42x107  4,65x107  5,7x107
ko, b 2,65 2,65 2,65 2,34 1,704
Difusividade, m%h 1,44x107  14x107  1,35x107 1,24x107 1,22x107
Dispersdo axial, m*h L,1x10*  1,1x10*  Lixi10* 1,1X10%  1,1x107
Velocidade superficial, m/h 0,764 0,764 0,764 0,764 0,764
Densidade, kg/m’ 1009,2 1028,2 1047.9 1067,1 1086,3
Viscosidade absoluta, kg/m h 425 4,36 4,57 4,93 5,04

1,0 RO =
0,8 < -
= 0,6~ -
g Concentracio NaCl
0,4 1 ¢+ 0,0M =
¥y 05M
4 1,0M ]
0,2 4 e 15M
= 2.0M
0,0 T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Tempo (horas)

FIGURA 5.22-Curvas de ruptura em coluna cromatografica hidrofébica em fungio da
concentragio de cloreto de sodio (Simbolos: valores experimentais, linhas:
valores simulados). Altura do leito, 5 cm; didmetro da coluna, 1 cm;
temperatura, 15 °C; pH, 7.
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¢ maior que no caso do tanque agitado. Também pode-se ver que a capacidade maxima de
adsorgdo vai aumentando com o aumento do teor salino utilizado, o que pode ser explicado
pela maior hidrofobicidade tanto no suporte (particulas de Butyl Sepharose) como nas
proteinas (lipase) presentes no caldo de fermentacio injetado. Este comportamento estd
muito bem documentado na literatura (HOFSTEE, 1973; HIERTEN, 1976; OCHOA, 1978;
KERZEL ef al., 1992; WENZIG et al., 1993).

Algumas simulagGes adicionais de curvas de ruptura foram feitas mantendo
constante a concentragéo do sal utilizado (2M NaCl), mudando as alturas do leito de resina
¢ a velocidade superficial, as quais sfo apresentadas nas Tabelas 5.12 e 5.13 e nas Figuras
5.23 e 5.24. Pode se notar um grau de ajuste satisfatorio entre as curvas simuladas e as
experimentais, com valores para o coeficiente de determinagao (R*) maiores que 0,9, além
de uma ligeira diminui¢fo no valor da capacidade maxima de adsor¢éo com o aumento da
velocidade superficial. A mesma fica refletida na diminui¢do da eficiéncia da coluna
cromatografica (KERZEL & MERSMANN, 1992). Para o caso da menor vazdo (0,2
ml./min), correspondente a velocidade superficial de 0,153 m/h, o grau de ajuste entre as
curvas simulada e experimental ndo foi muito bom, com valores de R? inferiores a 0,9,
devido possivelmente a uma mudanca nas caracteristicas da lipase presente no caldo bruto

como conseqiiéncia do tempo muito prolongado do teste (entre 5 ¢ 8 horas).

TABELA 5.12-Parimetros utilizados na simulagdo de coluna cromatogréafica hidrofébica
em diferentes alturas de leito e vazdo constante de 1,0 mL/min
(Concentraciio NaCl, 2M; temperatura, 15 °C; pH, 7; didmetro coluna, 1 cm)

Altura do leito de resina

Pardmetros 0,025 m 0,05m 0,075 m
Porosidade (g) 0,39 0,40 0,40
Concentragio enzima (Co), U/m’ 1x10’ 1x10’ 1x10’
Capacidade resina (Qm), U/m? 8,3x10’ 8,5x10’ 8,6x10
k; , m°/U-h 5,7x107 5,7x107 5x107
ky, b’ 1,704 1,704 1,704
Difusividade, m*h 1,22x107 1,22x107 1,22x107
Diémetro particula, m 9x107 9x10” 9x107
Dispersgo axial, m?/h 1,1x10™ 1,1x10™ 1,1x107
Velocidade superficial, m/h 0,764 0,764 0,764
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TABELA 5.13-Pardmetros utilizados na simulagio de coluna cromatografica hidrofobica
em diferentes alturas de leito e vaz3o constante de 0.6 mlL/min
(Concentragio NaCl, 2M; temperatura, 15 °C; pH, 7; didmetro coluna, 1 cm)

Altura do leito de resina

Parimetros 0,025 m 0,05 m 0,075 m

Porosidade (g) 0,38 0,39 0,39
Concentragio enzima (Co), U/m’ 1x10’ 1x1¢7 1x’
Capacidade resina (Qm), U/m® 9x10’ 9,1x107 9,1x10’
k, , m*U-h 5,7x10°7 5,7x107 5x107
ko, b’ 1,704 1,704 1,704
Difusividade, m%h 1,22x107 1,22x107 1,22x107
Dimetro particula, m 9%107° 9x10° 9x107
Dispersio axial, m*h 1,1x10% 1,1x10" 1,1x10%
Velocidade superficial, m/h 0,458 0,458 0,458

1,0- T 1 ]

0,8+ -

0,64 -

U/Uo

0,4

0,2

Altura do leito

¥ 2S5cm
& S50cm 7
B 75cm

Vaziao: 1 mE/min

T
1,0

Concentracio 2M NaCl

1,5 2,0

Tempo (horas)

FIGURA 5.23-Curvas de ruptura em coluna cromatografica hidrofébica para diferentes
alturas de leito e vazlo constante de ImL/min. (Simbolos: valores

experimentais, linhas: valores simulados). Diimetro coluna,

temperatura, 15 °C; pH, 7.
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o Altura do leito 1

g v 25cm |
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o 75c¢m | ]

Vazio: 0,6 mL/min -
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FIGURA 5.24-Curvas de ruptura em coluna cromatografica hidrofobica para diferentes
alturas de leito e vazio constante de 0,6 mL/min (Simbolos: valores
experimentais, linhas: valores simulados). Diametro coluna, 1 cm;
temperatura, 15 °C; pH, 7.
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VI-SIMULACAO E OTIMIZACAO DO PROCESSO CARE PARA
PURIFICACAO DE LIPASE

6.1~ Simulagio do processo CARE

A simulagfo do processo CARE teve por objetivo verificar o comportamento da
concentragdo de enzima livre (lipase), dos contaminantes e do cloreto de sédio, na saida de
cada estidgio. Foram assumidos valores para os tempos de residéncia hidraulico em cada
estagio, como também para o tempo de residéncia de sdlidos, calculando-se os valores das

variaveis resposta como rendimento (%), fator de purificagio e fator de concentragio.

Para a simulac8o foram escolhidos valores arbitrarios, mas relacionados com os
testes em tanque agitado efetuados no laboratério; estes valores estio apresentados na
Tabela 6.1. A escolha do tempo de residéncia de sdlidos (Taus) fol feita com base nas
recomendacGes de BARBOZA (1998), que indica que o tempo de residéncia de solidos
deve ser superior a0 maior tempo hidraulico (Tauhl); o valor para o tempo hidraulice de
sélidos foi o mesmo em cada um dos trés estigios do sistera (adsor¢do, lavagem e

dessor¢do), considerando que os trés reatores apresentam o mesmo volume.

TABELA 6.1-Valores utilizados na simulagdo do processo CARE para purificagdo de
lipase de Geotrichum sp. a partir de caldo bruto de fermentacéo

Concentragio de enzima na alimentagéo (Co), U/litro 2x10*
Tempo hidraulico no primeiro estagio (Tauhl), horas 1,0
Tempo hidraulico no segundo estagio (Tauh2), horas 0,5
Tempo hidréulico no terceiro estagio (Tauh3), horas 0,4
Tempo hidréulico de sélidos (Taus), horas 2,0
g (fragdo liquida) 0,85
Concentragfio de contaminantes (g/litro) 4,0
Concentragio NaCl na alimentacdio e lavagem (moles/litro) 2,0

Os valotes de operagdo calculados a partir dos dados de entrada da Tabela 6.1,
estdo apresentados na Tabela 6.2, na qual estdo incluidos também os valores do rendimento

(%), fator de purificagfio e fator de concentragdo correspondentes.
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TABELA 6.2-Valores de operagio obtidos por simulagdo do processo CARE para
purificacdo de lipase de Geotrichum sp. a partir de caldo bruto de

fermentag#o
Vazo no primeiro estagio (F1), litro/hora 0,5
Vazdo no segundo estagio (F2), litro/hora L5
Vazdo no terceiro estagio (F3), litro/hora 2,0
Fracéo de reciclo (Fr), litro/hora 0,588
Rendimento (%) 34
Fator de purificagéo 3,31
Fator de concentracio 0,09

Os perfis de concentragfio de lipase livre em cada estagio podem ser observados na
Figura 6.1. Pode verificar-se que o equilibrio € atingido num tempo aproximado de 10
horas. Para o caso estudado, o rendimento (%) foi relativamente elevado, ainda que o fator
de purificagéo ¢ o fator de concentragfo foram baixos. Este comportamento pode ser
devido a conformagdo prépria do sistema de trés estagios, que precisa de um grande volume

de tampéo para a elui¢do da lipase adsorvida na resina.

m T T T 1 T 1
./._...l—l-—l—l-—l—.——l-—:—-—u—l—l—l-—l—-
630+ / 4
| —n— 1% estiigio |
—e— 2% estigio
400 - —a— 3" esthpgio .

Enzima livre (Ulitro)

200+ Presnansns s ms e =N

0 10 20 30 ' 40
Tempo (horas)

Figura 6.1-Perfil de concentragéio de lipase na saida de cada estagio
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O fator de purificagio ¢ um outro pardmetro importante para a analise do processo,
que esta em fungdo da concentracdo inicial de contaminantes na alimentac@o ao primeiro
estagio e na saida do terceiro estagio. Para o caso estudado obteve-se um fator de
purificagdo de 3,31 vezes, valor menor ao obtido na purificacdo de lipase em coluna
cromatografica hidrofobica, que foi de 39 vezes. O perfil da concentragio de contaminantes

durante o processo, até atingir o regime permanente, esta representado na Figura 6.2.
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Figura 6.2-Perfil de contaminantes na saida de cada estagio

Na Figura 6.3 sio apresentados os perfis da concentragdo de cloreto de soédio em
cada estagio do sistema CARE. Como pode ser observado, a concentragfio de cloreto de
sédio no primeiro estagio esta proxima de 1,2 M, mesmo nfo sendo a concentragdo Stima,
permite a adsorgdo de lipase sobre a resina hidrofobica. No 2° estagio, onde ocorre a
lavagem, a concentragdio do sal é mais elevada, o que garante que a lipase continue ligada a
resina, permitindo a eliminagfo dos contaminantes. J4 no terceiro estagio, a concentragéo

de cloreto de sédio ¢ baixa, devido ao ingresso de tampdo sem sal, conseguindo-se eluir a

enzima adsorvida na resina.
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Figura 6.3-Perfil da concentragio de cloreto de sédio em cada estagio

A enzima adsorvida na resina hidrofébica, nos diferentes estagios do sistema
CARE, estd representada na Figura 6.4. Verifica-se que nos dois primeiros estagios a
quantidade de enzima adsorvida na resina ¢ elevada, devido aos altos teores de cloreto de
sodio, enquanto que no estdgio de dessorcdo a maior parte da lipase ¢ elnida do suporte,
mas nfio totalmente, devido a presenga de sal em baixa concentragiio. Este comportamento
val diminuir o aproveitamento da capacidade total da resina no estdgio de adsorcho,

originando em conseqiiéncia uma diminui¢do no rendimento.
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Figura 6.4-Perfil da enzima adsorvida 4 resina em cada estigio
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O comportamento das constantes cinéticas (k; , k> € Qn) ao longo do processo é
apresentado nas Figuras 6.5, 6.6 € 6.7. Ja que estas constantes séo fortemente dependentes
da concentracdo de cloreto de sddio, observa-se que no primeiro e segundo estagios do
processo, com alta concentragio de sal, os valores de k; ¢ Qm sdo maiores que no terceiro
estagio, sendo menor o valor do k;, indicando um favorecimento da adsorcdo de lipase
nestes dois estagios. No terceiro estagio do processo o comportamento destas constantes €

inverso ao apresentado nos dois primeiros, permitindo a elui¢io e recuperagéio da lipase na

corrente de saida.

0,0006 . , . . .
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Figura 6.5-Variagiio do comportamento da constante k) durante a purificagdo de lipase
utilizando o processo CARE
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Figura 6.6-Variagdo do compondmcnto da constante k; durante a purificagiio de lipase
utilizando o processo CARE
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Figura 6.7-Variacdio do comportamento da capacidade maxima de adsor¢io Qp, durante a
purificagdo de lipase utilizando o processo CARE

A partir dos resultados obtidos na etapa de simulagdo e andlise do processo, e
visando obter maior rendimento, como também um produto com maior grau de purificacgo,
foram estudadas outras faixas para as variaveis do processo CARE, as que estdio incluidas

na etapa de planejamento e otimizagéo.

6.2-Otimizag¢do do processo CARE para purificacio de lipase

Nesta etapa foi estudada a influéncia das seis variaveis do processo: tempos de
residéncia hidraulica em cada estdgio (Tauhl, Tauh2, Tauh3), tempo de residéncia de
solidos (Taus), fragio liquida (&) € concentra¢do inicial de enzima no caldo de fermentacdo
(Co). O valor das variaveis consideradas reflete diretamente nas respostas obtidas na
simulagdo do processo, tais como rendimento (%), fator de purificagéo (FP) e fator de
concentragio (FC). Os tempos hidraulicos mencionados estfio relacionados com as vazdes
de alimentagdo de cada estagio (F1, F2, F3) e a vazio de reciclo, segundo as equagdes 3.95,
3.96 ¢ 3.97, indicadas no Capitulo III.
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O processo CARE fol otimizado utilizando a técnica de planejamento
experimental e andlise de superficie de resposta, obtendo-se faixas que permitem
maximizar as respostas rendimento (%), fator de purificagio e fator de concentrag#o, dentro
das limitagBes cinéticas do estudo de purificagdio de lipase por adsor¢do sobre resina

hidrofébica Butyl Sepharose.

Um procedimento similar ao apresentado por RODRIGUES (1992) ¢ BARBOZA
(1998), foi utilizado nesta etapa do trabalho. Foram estudadas seis varidveis indicadas na
Tabela 6.3, na qual estdo incluidos os niveis de cada uma delas, awravés de um

planejamento fracionario de 2 niveis (2°7).

Tabela 6.3-Niveis das varidveis consideradas para o planejamento fatorial fracionario

Variavel Nivets

-1 0 +1
Tauhl (horas) 2,0 3,0 4.0
Tauh?2 (horas) 0,1 0,6 1,1
Tauh3 (horas) 0,1 0,6 1,1
Taus (horas) 6 8 10
¢ (fragdo liquida) 0,80 0,85 0,9
Co (U/litro) 1x10* 1,5x10° 2x10*

Os 16 ensaios correspondentes ao planejamento fatorial fracionario, para as 6
varidveis consideradas, estio mostrados na Tabela 6.4, junto com os valores obtidos, por
simulagfio, para as respostas (rendimento, fator de purificacéo e fator de concentragio). Os
efeitos das varidveis independentes sobre as varidveis resposta estdo apresentados na Figura
6.8. A analise estatistica realizada indicou que o efeito da concentragdo de enzima nos

niveis considerados ndo foi significativa, de forma que para o planejamento fatorial
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completo, foi utilizada uma concentragio média correspondente ao valor do ponto central
(1,5x10* Ullitro). Para o caso da varidvel ¢ (fragdo liquida), ainda que ela resultou
significativa estatisticamente, por ser seu efeito negativo para as trés varidveis resposta
quando passamos do nivel (-1) ao nivel (+1), ela foi mantida fixa no valor de 0,8,
correspondente ao nivel (~1), para o planejamento seguinte. Todas as outras varidveis
independentes apresentaram efeitos significativos e, em alguns casos, contrérios sobre as

variiveis resposta, sendo consideradas para o experimento fatorial completo.

Tabela 6.4~ Matriz do planejamento fatorial fraciondrio para otimizag3o do processo CARE
para purificacfo de lipase

TAUH! TAUH2 TAUH3 TAUS ¢ Co REND FP FC
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 8,75 15,81 0,003
2 1 -1 -1 -1 -1 1 10,99 9,95 0,001
3 -1 1 -1 -1 1 I 15,25 2,53 0,005
4 \ 1 -1 -1 1 -1 32,12 2,66 0,003
5 -1 -1 1 -1 1 1 2,82 6,21 0,013
6 1 -1 1 -1 I -1 5,70 6,27 0,010
7 -1 1 1 -1 -1 -1 28,32 5,55 0,127
8 1 1 1 -1 -1 I 41,70 4,05 0,047
9 -1 -1 -1 1 \ -1 1,73 8,89 0,001
10 1 -1 -1 1 1 1 2,59 6,55 0,001
11 -1 1 -1 1 -1 1 12,70 5,83 0,005
12 1 1 -1 1 -1 -1 28,21 6,48 0,004
13 -1 -1 1 1 -1 1 2,83 15,87 0,014
14 1 -1 1 1 -1 -1 6,07 17,04 0,011
15 -1 1 1 1 1 -1 7,80 3,97 0,038
16 1 1 1 1 1 1 12,36 3,13 0,023
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Figura 6.8-Efeitos das varidveis independentes sobre as varidveis resposta obtidos pelo
planejamento fatorial fraciondrio

Na Tabela 6.5 encontram-se os niveis das variaveis independentes consideradas no

planejamento fatorial completo.

Tabela 6.5-Niveis das variaveis consideradas para o planejamento fatorial compieto

Variavel Niveis
-0 -1 0 +1 +o
Tauhl (horas) 3,0 3,50 40 4,5 5,0
Tauh2 (horas) 0,1 0,33 0,6 0,85 1,1
Tauh3 (horas) 0,1 0,35 0,6 0,85 1,1
Taus (horas) 6 7 8 9 10
o =12
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Os 25 ensaios correspondentes ao planejamento fatorial completo que fornece um

modelo quadratico, para as 4 varidveis consideradas, estdo apresentados na Tabela 6.6

junto com os valores obtidos, por simulagfo, para as respostas rendimento (%), fator de

purificagfo (FP) e fator de concentragéio (FC), incluindo

-se também os valores da resposta

otimizada (RO) definida como o produto das trés varidveis resposta obtidas na simulacdo

(rendimento (%)*fator de purificacgo*fator de concentragfo).

Tabela 6.6- Matriz de planejamento para a otimizagdo do processo CARE para purificagdo

de lipase

TAUHI TAUH2 TAUH3 TAUS REND (%) FP FC RO

1 -1 -1 -1 -1 18,68 7,85 0,010 1.44

2 1 -1 -1 -1 21,51 7,03 0,006 0,95
3 -1 1 -1 -1 31,02 3,36 0,016 2,71

4 1 1 -1 -1 36,35 4,38 0,011 1,88

5 -1 -1 1 -1 17,79 8,08 0,025 3,54

6 1 -1 1 -1 20,68 7,29 0,016 2,40

7 -1 I 1 -1 29,72 5,53 0,041 6,76
8 1 1 1 -1 35,14 5,07 0,027 4,81

9 -1 -1 -1 1 13,52 9,29 0,009 1,08
10 1 -1 -1 1 15,95 8,53 0,006 0,88
11 -1 1 -1 1 22,90 6,48 0,015 2,17
12 1 1 -1 I 27,37 6,02 0,011 1,83
13 -1 -1 1 1 12,95 9,44 0,021 2,59
14 1 -1 1 1 15,36 8,71 0,016 2,14
15 -1 1 1 1 21,99 6,59 0,036 5,22
16 1 1 1 1 26,44 6,16 0,028 4,50
17 0 0 0 23,43 6,74 0,019 3,00
18 -2 0 0 0 19,03 7,30 0,026 3,57
19 2 0 0 0 26,88 6,18 0,013 2,18
20 0 -2 0 0 7,82 13,52 0,006 0,67
21 0 2 0 0 32,72 5,12 0,027 4,44
22 0 0 -2 0 24,33 6,57 0,003 0,49
23 0 0 2 0 22,44 6,90 0,036 5,54
24 0 0 -2 32,48 5,38 0,018 3,15
25 0 0 0 2 17,72 7,84 0,017 2,36
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Na Figura 6.9 estdo representados os efeitos das quatro variidveis resposta,
considerando somente os primeiros 16 ensaios da Tabela 6.4 que correspondem ao

planejamento de primeira ordem (linear).

Efeitas das varidveis independentes

REND
FP
([0 FC 100

8 : ! ; :
Media Tauhl Tauh2 Tauh3 Taus E3 RO

Figura 6.9-Efeitos das varidveis independentes sobre as varidveis resposta obtidos pelo
planejamento fatorial de primeira ordem

Pode observar-se na Figura 6.9 que todos os tempos hidréulicos considerados
como varidveis independentes no planejamento fatorial completo tém efeito significativo

nas variaveis resposta, sendo estes efeitos contrarios em alguns casos.

6.2.1-Resultados obtidos para o rendimento (%)

A anilise dos efeitos indicou que as varidveis Tauh2 e Taus sfo as que tém a

maior influéncia sobre a resposta rendimento (%), sendo menor a influéncia das variaveis

Tauhl e Tauh3

Um modelo completo de 2° ordem foi ajustado a partir dos dados obtidos das
simulagdes de 1 a 25, da Tabela 6.6. Na equagdo 6.1, apresenta-se 0 modelo quadratico

contendo os coeficientes de regressdo significativos.

117



Capitulo VI. SIMULAGCAO E OTIMIZAGAO DO PROCESSO CARE PARA PURIFICACAQ DE LIPASE

REND =24,03+ 7,4 Tauhl + 47,07 Tauh2 — 3,52 Tauh3 — 7,2 Taus — 0,45 Tauhl? —
12,55 Tauh22 +0,423 Taus? + 4,56 Tauh1* Tauh2 — 0,34 Tauh1 * Taus —
3,16 Tauh2 * Taus (6.1)

A andlise de variancia do modelo de 2* ordem encontra-se na Tabela 6.7. Pode-se
ver que o modelo apresentou um valor muito superior no teste F, ao valor tabelado,

indicando que os ensaios s&o bem representados por este modelo, com R?=0,9992

Tabela 6.7-Anélise de varidncia para ajuste do modelo de 2° ordem para o rendimento (%)

Fonte de variag8o Soma Graus de Meédia F calculado F tabelado
quadratica  liberdade  quadrética

Regressio 1294,03 14(p-1) 92,43 850,32 2,87

Residuos 1,087 10 (n - p) 0,1087

Falta de ajuste 1,087 10 (m - p) 0,1087

Total 1295,12 24

Nas Figuras 6.10 a 6.13 apresentam-se as superficies de resposta geradas para a
variavel rendimento (%) pelo modelo de 2* ordem, com auxilio do software Statistica 5.0,

em fun¢do das varidveis independentes que tém maior efeito entre as consideradas.

Verificou-se através destas superficies de resposta que os principais efeitos
ocorrem quando se associam as varidveis Tauh2 e Taus, entre elas ou com as outras
vanidveis consideradas. Na Figura 6.10 pode-se ver que o rendimento (%) aumenta quando
o Tauhl aumenta de 3,0 horas a 5,0 horas e nas Figuras 6.10, 6.11 ¢ 6.12 observa-se que o
efeito do Tauh3 na resposta rendimento (%) € pequena quando comparado com o efeito das
outras 3 variaveis independentes. Na Figura 6.13 pode-se ver que a faixa de operagdo que
permite obter rendimento otimizado corresponde a Tauh2 entre 1,0 hora e 1,1 horas e Taus
em torno de 6 horas, mantendo-se Tauhl em 5,0 horas e Tauh3 na faixa compreendida

entre 0,1 horas ¢ 0,6 horas.
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6.2.2-Resultados obtidos para o fator de purificacio (FP)

Na Figura 6.9 pode-se observar que as varidveis com maior efeito sobre a resposta
fator de purificagdo (FP) s#o Tauh2 e Taus, enquanto que o efejto das outras variaveis

independentes & bastante menor.

O modelo de 2° ordem obtido a partir dos dados da Tabela 6.6 & apresentado na
equacdo 6.2. Este modelo quadratico ajustou-se bem a os valores de FP obtidos na
simulacfo, sendo o valor de R%= 0,9477.

FP = 1,87+ 0,59 Tauhl —17,27 Tauh2 +1,88 Tauh3 + 2,18 Taus — 0,22 Tauh12 +

9,44 Tauh2? — 0,088 Taus? +0,64 Tauh1 * Tauh? + 0,021 Tauh1 * Taus —
0,33 Tauh2 * Taus — 0,068 Tauh3 * Taus (6.2)

A anélise de varidncia do modelo de 2* ordem encontra-se na Tabela 6.8. Pode-se
ver que o modelo apresentou um valor muito superior no teste F, ao valor tabelado,

indicando que os ensaios sdo bem representados por este modelo

Tabela 6.8-Andlise de varidncia para ajuste do modelo de 2° ordem para o FP

Fonte de variacfo Soma Graus de Meédia  F calculado F tabelado
quadritica liberdade  quadrética

Regressio 79,31 14(@p-1 5,66 12,96 2,87

Residuos 437 10 (n-p) 0,437

Falta de ajuste 4,37 10 (m - p) 0,437

Total - 83,68 24

As superficies geradas com o modelo de 2° ordem sfio apresentadas nas Figuras
6.14 a 6.17. Na Figura 6.14 pode-se ver que o efeito das varidveis Tauhl e Tauh3, sobre o
fator de purificacfio, € pequeno. Nas figuras 6.15, 6.16 ¢ 6.17 pode ser verificada a forte
influéncia das varidveis Tauh2 e Taus, sobre o fator de purificacdo, sendo obtidos os
maiores valores para esta resposta a valores baixos de Tauh2 (0,1 horas - 0,2 horas) e
valores elevados da varidavel Taus, na faixa de 9 horas a 10 horas. Este comportamento é

inverso ao observado para o caso da resposta rendimento (%).
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6.2.3-Resultados obtidos para a resposta otimizada (RO)

Os efeitos das varidveis independentes sobre a resposta otimizada (RO) estio

apresentados graficamente na Figura 6.9.

A anélise dos efeitos feita pelo planejamento fatorial, indicou que todas as
varidveis independentes tém efeito significativo na resposta otimizada, mas este efeito &
maior no caso de Tauh2 e Tauh3. O efeito do Tauh3 sobre a varidvel RO pode ser devido a
influéncia que ele tem sobre o fator de concentragéo, j4 que a RO foi definida como o

produto do rendimento (%), fator de purificagio e fator de concentragéo.
O modelo de 2 ordem para o caso da RO estd representado pela equagio 6.3.

RO = 1,137 1,26 Tauh1 +6,75 Tauh2 + 9,77 Tauh3 — 0,18 Taus — 0,12 Tauh1 2 —

1,77 Tauh2? + 0,061 Taus? — 0,78 Tauhl * Tauh2 —1,2 Tauhl * Tauh3 +
0,34 Tauhl * Taus + 6,38 Tauh2 * Tauh3 — 0,2 Tauh2 * Taus ~ 0,51 Tauh3 * Taus
(6.3)

Na Tabela 6.9 encontra-se a anélise de varincia do modelo de 2° ordem. Pode-se
ver que o modelo apresentou um valor muito superior no teste F, ao valor tabelado,

indicando que os ensaios sio bem representados por este modelo, com R? = 0,997

Tabela 6.9-Andlise de variéncia para ajuste do modelo de 22 ordem para RO

Fonte de variacdo Soma Graus de Média F calculado F tabelado
quadrética liberdade  quadritica

Regressao 64,885 14(p-1) 4,635 215,57 2,87

Residuos 0,215 10(n-p) 0,0215

Falta de ajuste 0,215 10 (m-p) 0,0215

Total 65,10 24

A seguir, sdo apresentadas as Figuras 6.18 a 6.2]1 geradas com o modelo de 22

ordem, que representam a influéncia das varidveis consideradas, na varidvel resposta

otimizada (RO).
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Observando as figuras 6.18, 6.19 e 6.20 verifica-se um forte efeito do tempo
hidraulico no terceiro estagio (Tauh3) sobre a RO, obtendo-se 0s maiores valores da
resposta para a faixa de Tauh3 compreendida entre 1,0 hora e 1,1 horas. Na Figura 6.19
pode-se ver um forte efeito da interagiio Tauh2-Tauh3 na RO, que atinge valor méximo em
torno de 10 para valores de Tauh2 e Tauh3 na faixa de 1,0 hora a 1,1 horas. A partir da
Figura 6.21 pode-se indicar que a RO ¢é favorecida quando se opera na faixa de Tauh?2 entre
1,0 hora e 1,1 horas, e Taus em torno de 6 horas. O efeito da varidvel Tauhl foi pequeno

quando comparado com os efeitos das outras variaveis independentes.

Com base nos resultados apresentados nos itens 6.2.1, 6.2.2 e 6.2.3, podemos
concluir que com o sistema CARE de trés estigios, aplicado a purificagdo de lipase de
Geotrichum sp., € possivel obter rendimentos em torno de 60% e fatores de purificagéo de
até 14 vezes, ainda que o fator de concentragio seja baixo. Dada a versatilidade do sisterna
CARE pode-se escolher faixas de operagio que permitam favorecer seja o rendimento ou o
fator de purificagdo ou trabalhar com uma solugdo de compromisso. Estes casos estio

representados na Tabela 6.10.

Tabela 6.10-Comportamento do sistema CARE sob diferentes condigdes de operacio
(Para todos os casos: Co=1,5x10* Ullitro; £=0,8)

Tauhl Tauh2 Tauh3 Taus Rend. FP FC RO

Caso (h) (h) )] ) (*0)
Favorecendo o 5 L1 0,6 6 54,27 3,87 0,012 2,52

rendimento
Favorecendo o 4 0,1 1,1 10 5,86 13,34 0,020 1,56
fator de

_purificacdo

Solugfo de 4 0,35 1,1 6 23,54 7,36 0,026 4,57
COMPromisso

Os valores de rendimento (%) e fator de purificagiio obtidos por simulagio, para

purificagfio de lipase de Georrichum sp., so compariveis aos obtidos experimentalmente
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no presente trabalho, utilizando coluna de Butyl Sepharose (Tabela 5.4), e aos obtidos por
métodos convencionais que incluem precipitacdo da enzima e cromatografia em colunas de
troca i6nica ou hidrofébica (SUGIHARA et al., 1990; BAILLARGEON & McCARTHY,
1991; HEDRICH ef al., 1991; SIDEBOTTOM et al., 1991; ASAHARA er al., 1993;
IKEMOTO & OTA, 1996).
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VII-CONCLUSOES

Com base nos resultados experimentais, relacionados com a produgéo de lipase por
Geotrichum sp. e a purificagio da enzima com resina hidrofébica Butyl Sepharose, que
foram utilizados para a simulagéio de coluna cromatografica e do processo continuo CARE,

pode-se mencionar as conclusdes seguintes:

A producfio de lipase por Geotrichum sp. deve ser feita em meio complexo
composto por 4gua de maceragfo de milho, nitrato de aménio e 6leo de oliva pois, além da
boa atividade lipolitica que se obtém, a enzima ¢ mais estavel durante a armazenagem que a

produzida em meios complexos contendo extrato de levedura ou peptona.

A Butyl Sepharose resultou ser o meio hidrofébico, entre os investigados, mais
adequado para a recuperagéo da lipase presente no caldo bruto de fermentagfio. Esta resina
forneceu maior recuperagéo de atividade e maior grau de purificagfio quando comparada
com a Phenyl Sepharose (resina de hidrofobicidade media) e Octyl Sepharose (resina muito
hidrofébica), conseguindo-se eluir a lipase adsorvida com tamp&#o sem sal, a diferenca de

outros suportes que precisam do uso de detergentes para a dessorgéo.

Verificou-se que a maior recuperagéo de lipase acontece quando se trabalha com
concentracio 2M de cloreto de sddio. Em concentracdes abaixo deste valor a recuperagdo
de atividade nfo é muito boa porque a hidrofobicidade do suporte e da enzima séo baixas,
enquanto que acima desse valor a recuperagfio de atividade lipolitica e o fator de purificacéo
sdo prejudicados pela adsorgio de outras proteinas presentes no caldo de fermentagdo que

também atingem a hidrofobicidade suficiente para se ligar ao suporte.

A coluna hidrofébica de Butyl Sepharose apresentou melhor desempenho na
purificagio de lipase, com maior atividade recuperada e fator de purificagdo mais elevado,
que a coluna de troca ibnica (Q-Sepharose), comportamenic que pode ser atribuido ao
clevado grau de hidrofobicidade que apresenta a lipase e ao cardter mais seletivo da

cromatografia por hidrofobicidade em relagio a cromatografia de troca ibnica. Através da
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cletroforese, verificou-se a presenca de lipase nas fragdes coletadas na saida da coluna de

Butyl Sepharose, como uma banda de massa molar préxima da albumina (60 kDa).

Na etapa de adsorgéo, o efeito da mudanga do pH, na faixa compreendida entre 6 e
7, foi desprezivel, o que indica que as forgas hidrofébicas sio mais importantes na adsor¢do

de lipase sobre Butyl Sepharose que as forcas eletrostaticas.

As constantes cinéticas de adsorgfio de lipase sobre Butyl Sepharose (Qu, K; € ks)
mudaram com a variagdo da concentragfio de cloreto de sédio utilizado no caldo bruto de
fermentagfio. Assim, na faixa considerada, um aumento na concentragio de cloreto de
s6dio se traduz num aumento da capacidade de adsor¢io Qn e da constante k;, como
também numa diminuicdo da constante ks, indicando um favorecimento da adsor¢io e
desfavorecimento da dessorgfio. As isotermas de adsorgio foram bem representadas pela

equagio de Langmuir,

As curvas de ruptura simuladas ajustaram bem com as curvas de ruptura
experimentais, o que indica que os valores obtidos para os parAmetros cinéticos

representam bem a adsorg8o de lipase na resina hidrofébica utilizada.

Através da simulagio e otimizago, utilizando planejamento experimental, do
processo continuo CARE para purificagfio de lipase foi possivel estabelecer faixas que
otimizam a recuperagio da lipase, com elevados rendimento e grau de purificaco, ainda
que o fator de concentragfo seja baixo. Os resultados obtidos permitem afirmar que este
sistema, aplicado & recuperagfio da lipase, pode ser utilizado como uma alternativa ao uso

de procedimentos convencionais.
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VIII-SUGESTOES

Algumas sugestdes para futuros trabalhos, propdem-se:

Efetuar a otimizagéo da producfio de lipase por Geotrichum sp em fermentador de
tanque agitado, através de planejamento experimental, para obter faixas de operagdo gue

permitam maximizar a produgéo de enzima.

Realizar testes de purificacdo de lipase de Geotrichum a partir de amostras
comerciais brutas, comparando seu comportamento com a enzima obtida diretamente do

caldo de fermentacéo.

Otimizar a purificacdo de lipase em colunas hidrofébicas, estudando o efeito de
diferentes fatores como pH, temperatura, concentragio e tipo do sal, através de

planejamento experimental.

Otimizar a recuperagdo de lipase com resinas hidrofébicas visando a purificagdo e

imobilizagdo da enzima, para ser utilizada em biocatalise.

Colocar em operagiio um sistema CARE, com resina hidrofobica como adsorvente,

para purificagio de lipase e comparar seu desempenho com coluna cromatografica

hidrofébica.
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