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Resumo

A recuperagdo de proteinas por precipitacdo € uma técnica atrativa
por ser de operagfo simples, de baixo custo e largamente utilizada na
indtstria em geral. Flotagdo é também uma técnica que apresenta estas
propriedades de baixo custo e simplicidade de operag@o sendo largamente
utilizada na indGstria mineral. No entanto, os estudos que associam essas
técnicas (precipitagdo de proteinas seguido de flotac8o desses precipitados)
sdo bastantes escassos.

O objetivo deste trabalho foi estudar a recuperagio de proteinas em
uma solucfio utilizando as seguintes técnicas: a) Precipitagfo de proteinas
utilizando-se  polieletrdlitos e polimeros nfo-idbnicos. b) Testar a
hidrofobicidade e flotabilidade desses precipitados e c¢) Separar os
precipitados hidrofobicos da solugio através do emprego de flotag8o
continua em coluna..

Como polieletrélitos foram utilizados acido poliacrilico (PAA) e
quitosana. O PAA mostrou-se eficiente na precipitacdo de mioglobimna
(recuperacdo de 98%) a baixas dosagens (200-300 mg de PAA por grama de
proteina). O quitosana mostrou-se igualmente eficiente na precipitacdo de
pepsina no tocante tanto 4 recuperagdo de proteina como na recuperagdo de

atividade. Apesar das altas recuperacdes nestas precipitagbes, a



flotabilidade destes foi minima. Possivelmente uma carga residual ainda alta
ndo propiciou hidrofobicidade suficientemente elevada para a adesdio das
particulas as bolhas de gas.

O precipitado formado por celulase com sulfato de aménio e do
éteres de celulose, apresentou um carater relativamente hidrofobico e que
apesar da baixa recuperacfo de atividade da celulase no precipitado usando
sulfato de amdnio com 40 % de saturagdo. No entanto foi possivel recuperar
totalmente a atividade desse através de flotag8o.

Os resultados deste trabalho mostraram ser de fundamental
importancia a utilizaglo de agentes precipitantes de carater hidrofébico para
que o precipitado formado possa ser separado do liquido por flotagio. A
neutralizacdo de cargas por associagio eletrostatica entre proteinas e
polieletrdlitos, quer sejam estes catidnicos ou anidnicos, € suficiente em
muitos casos para a eficiente precipitagdo do complexo formado, mas ndo

para renderem as particulas significativa flotabilidade.
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Abstract

Recovery of proteins though precipitation consists in an attractive
technique as it is characterized by its simplicity, low cost and it is largely
used in industry in general. _

Flotation is also a techniques ( precipitation of proteins followed by
flotation of these precipitates) are quite scarce.

The goal of the present work was to study proteins recovery in a
solution with the use of the following techniques:

a) Proteins precipitation using polyelectrolytes and non-ionic

polymers. _

B) Testing the hydrophobicity and flotability of these precipipates.

C) Separate the hidrothobic precipitates in the solution though the

technique of continuos flotation in a column.

Polyacrilic acid (PAA) and chitosan were used as polyeletrolytes.
PAA was found to be efficient in myoglobin precipitation (98 % recovery)
under low rates (200-300 mg PAA/gram protein). Chitosan was also
considered efficient in pepsin precipitation in relation to both protein
recovery and activity recovery. Besides the high recoveries present in these

precipitations, their flotability was very low. Possibly a residual high charge



did not allow enough high hidrothobicity for the adhesion of particles to the
gas bubbles.

The resulting precipitate from cellulase with ammonium sulfate and
from the ether cellulose presented a relatively hydrophobic characteristic
even with the low activity recovery of cellulase in the precipitate, using
ammonium sulfate with 40 % of saturation. However, it was possible to
recover totally its activity though flotation.

Results taken from the present work show that there is a fundamental
importance in the use of precipiting agents with hydrophobic characteristics
with the goal of alloying the formed precipitate to be separated from the
liquid phase though flotation. Neutralization of charges by electrostatic
association between proteins and polyelectolytes, either cationic or anionic,
is enough in many cases for the efficient precipitation of the formed

complex, but not to give the particles significant flotability.
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Nomenclatura

a - Atividade do soluto

¢; - Concentracdo de fons

G - Energia de Gibbs

G - Energia de superficie

i -Forga [0nica

m; - Concentragdo

N, - Numero de particulas por unidade de area
N, - Numero de particulas por unidade de volume
P - Probabilidade de colecdo

P, - Probabilidade de juncdo

P, - Probabilidade de colisdo

Q - Taxa de fluxo de gas que entra na célula
R - Raio limite

r, - Raio da bolha

t - tempo

V. - Volume da célula

Z; - Valéncia de ions

v - Tens#o de superficie {energia livre por area de superficie)

vap - Energia livre de interface gas solido



Ysa - Energia livre de interface sélido-gés
Yse - Energia livre de interface solido-liquido
Yiv - Tensdo de interface liquido-vapor

Vst - Tensdo de interface solido-liquido

Ysv - Tensdo de interface sélido vapor
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Capitulo 1 - Introducdo e Objeiivos 1

Capitulo 1

Introducio e Objetivos

1.1. Biotecnologia e processos de recuperacéo e purificagio de bioprodutos

A biotecnologia ¢ uma ciéncia que lida com a utiliza¢do de células
animais, células vegetais e microorganismos ou partes destes para produzir
produtos tteis ao ser humano. Um dos produtos mais antigos € conhecidos
em todo mundo € o dlcool etilico encontrado nas bebidas alcodlicas,
principalmente do vinho obtido a partir da fermentaco do suco de uvas.
Dentre os bioprodutos destacam-se as proteinas por suas propriedades
enzimaticas e terapfuticas. Proteinas sf3o compostos macromoleculares
formados pela associagBo de aminodcidos e possuem massas moleculares
que podem variar de alguns mithares até a ordem de alguns milhdes de
déltons.

A engenharia genética € responsavel pelos mais recentes avangos em
biotecnologia e entre esses avangos destaca-se a previsdo do grau de
controle dos crescimentos dos microorganismos.

A biotecnologia € uma ciéncia que depende muito da interacfo de
diversas areas de conhecimento tais como microbiologia, bioquimica e
engenharia de processos. Normalmente num processo biotecnoldgico para

producdo de material microbiolégico pode ser dividido em trés partes:
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prepara¢dio de meio de cultura, inoculagdo e esterilizacdo; fermentagio
como a etapa de sintese; ¢ processo de recuperagdo e purifica¢do do produto
da proteina desejada (Figura 1.1). Cada parte deve ser realizada em
condigBes Otimas para maximizar o rendimento do produto final.

Com a finalidade de melhorar a produgdo de enzimas, Wenzig et al.
(1993) sugeriu duas estratégias: A primeira consiste de uma manipulagfo
genética de produgdo de microorganismos, enquanto que a segunda otimiza
as condicdes de fermentacdo do meio. Todavia esses esforgos sdo anulados,
caso haja perda de produtos durante etapas subseqliente. Por essa razéo €
que os métodos de separagdio e purificacdo sfo considerados os mais
importantes em processos de biotecnologia. As operagdes tipicas de

recuperacio usadas em biotecnologia estdo listadas na Tabela 1.1.

1.2 - Precipitagdo e flotagio e seus potenciais em processos biotecnoldgicos
1.2.1 - Precipitagdo

A precipitagdo ¢é utilizada para separar uma substincia através da
sua conversfio em soOlido, que em geral pode ser removido posteriormente
por uma etapa de separagfo so6lido liquido. Precipitacio € um dos métodos
primarios utilizados na recuperacfio e concentracfo de produtos.

Precipitaco ¢ uma das técnicas mais simples e utilizadas na
purificagdo de produtos biologicos. Como exemplo tipico temos a
precipitacdo de antibioticos e proteinas., cuja concentragfo desses produtos
em solugdo € na faixa de 0,1 a 5% em peso. Tais concentra¢des sdo
compativeis com os valores usados em eluigdes cromatograficas, porém
maiores que as concentracdes usadas em operagdes de extracdo e adsorgio

(Belter et al., 1988).
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Substrato — [Fermentacio Microorganismo
Produto intracelular J»
l“‘——‘ Remocgao das células
- - Produto extracelular
Rompimento da célula i

— [Recuperacdo do produto

|

Purificacdo de produto

Processamento final

Figura 1.1 - Fluxograma de um processo biotecnologico (Wensing et

al.,1993).
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Tabela 1.1 - Operacdes tipicas usadas em processos de recuperagdo e

purificacdo {Wenzig et al., 1993).

Remocio de células Centrifugacéfo, filtracfo, flotaco, floculacio

Rompimento de células  Mecénico, térmico, quimico, enzimatico
Evaporacdo, , extragio,

Enriquecimento fracionamento por espuma, precipitacdo
processos de membranas

Purificagio Cromatografia, eletroforese , cristalizacéo

Processamento final Secagem
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A precipitagdio de proteinas por diminuicio de solubilidade através
de modificagdes fisico-quimicas induzidas no solvente ou alternativamente
na superficie do soluto é uma técnica relativamente conhecida e utilizada em
tratamento de eluentes ( Tchobanoglous e Burton, 1991).

A obtencgdo de um precipitado de natureza amorfo (flocos) pode ser
conseguida com a variagdo do pH, adigdo de sais, solventes orgénicos,
polimeros ndo ibnicos polimeros contendo grupos ionizaveis denominados
de polieletrolitos (Glatz e Fisher, 1990). Essa dltima alternativa ¢é
particularmente atrativa devido a sua efetividade mesmo a baixa
concentrac@o de substincia que possuem moléculas contendo cargas
positivas e negativas como € o caso das proteinas segundo as descri¢des dos
trabalhos de Sternberg e Hershberger (1974), Clark e Glatz (1990) e de
Chen e Berg (1993). Exemplos de polieletrolitos utilizados sfo: acidos
poliacrilicos (PAA), poliacrilamida, carboximetil-celulose (CMC) e
polietileno glicol (PEG).

O esquema apresentado na Figura 1.2 mostra o efeito do pH na
variacfio de cargas do polieletrdlito e da proteina identificando a faixa
teorica do pH na qual ¢ possivel ocorrer a precipitagdo. No presente
trabalho procurou-se explorar esse fundamento através do estudo de
diversas combinacdes de proteina-polieletrélito com o objetivo de obter
dados que permitam prever o comportamento desses sistemas em operagdes
de recuperacdo de proteinas efetuando-se a otimizac¢do das condi¢bes de
precipitacdo.

A Recuperagdo de proteinas normalmente envolve uma etapa de
precipitacio. Bonnerjea (1986) analisou os dados relativos a purificacfio e

aos rendimentos de purificagdo de proteinas publicados em 100 artigos
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Saido de carga

da proteina
Faixa de pH tedrica
de (:ﬁ—precipitagﬁﬁ_
+ | 5
| |
i
pi |
g |
- !
i
i
E
Carga do i
polieletrolito i
I
I

Figura 1.2 - VariagGes de cargas da proteina e do polieletrolito com pH. A
faixa tedrica de pH de precipitacio € aquela na qual a proteina e

polieletrélito possuem cargas liquidas com sinais opostos.
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durante o ano de 1984 em oito jornais de bioquimica e observou que a
maioria desses (57%) relatou o uso de pelo menos uma etapa de
precipitacdo. Em processo de purificacio de proteinas nos quais séo usadas
mais de uma etapa, a precipitacdo vem logo apds a homogeneizacio, sendo
entdo seguida pelas etapas de cromatografia de troca i0nica, separag¢do por
s afinidade ¢ finalmente filtracdo em gel. Essa seqiiéncia de técnica
de purificacdo ndo esta explicita nas literaturas padréo sobre
purificacdo e recuperacio de proteinas (Jacoby, 1984),(Cooper,
1977) e (Scopes, 1987). Essa seqliéncia pode ser explicada, pelo
fato dos processos de precipitagio apresentarem: um menor custo de

operacio e poder ser realizada em grandes quantidades

1.2.2 - Flotag@o

O uso de flotagdo até recentemente era limitado aos processos de
recuperacdo ou enriquecimento de minérios (e que as pesquisas em
biotecnologia eram concentradas apenas para o desenvolvimentos de novos
bioreatores). No entantc na industrializacfo de bioprodutos ¢ a recuperagio
e purificacdo desses produtos (RPP) quem determina a sua viabilidade
econdmica. Na primeira metade desse século a borracha natural de guayule
{(Parthenium Argentatun Gray) era produzida intermitentemente em escala
comercial, usando flotagfo para separar a borracha do bagaco. Em 1976 o
governo mexicano em parceria com as industrias de borrachas sintéticas,
polpa e papel construfram uma planta piloto, onde se utilizava uma coluna
de flotagdo, cuja finalidade era melhorar os processos de separacdo de
particulas ou de tratamento de residuos industriais (Engler, 1984). Entre

muitas técnicas de separagido a flotagdo foi citado como uma das que
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apresenta um grande potencial em biotecnologia ( Gehle et al, 1991;
Hernainz et al., 1987; Zlokarnik, 1990). Paralelamente no entanto, existe
receio por parte de alguns pesquisadores devido a perda generalizada de
atividade bioldgica. A perda na atividade dessas proteinas pode variar de 0 a
50 porcento, dependendo do sistema especifico e das condigdes usadas
(Thomas e Winkler, 1977; Uraizee e Narsimhan, 1990).

A potencialidade da aplicagdo de flotagdo em biotecnologia esté
relacionada a recuperacfo ou separagfo de sélido-liquido em processos de
RPP, especialmente quando se trata de produtos de fermentagfo tais como
proteinas aminoacidos, antibiticos e polissacarideos. Essas separacdes
podem ser obtidas através de duas aproximagdes. Primetro, alguns produtos
sdo insoliveis naturalmente e outros podem se tornarem insoliiveis no meio
e entdo serem flotados. Microorganismos, proteinas e polissacarideos
podem ser considerados bons exemplos de produtos soliiveis que podem se
tornarem insoliveis através de modifica¢des no meio através de um agente
precipitante. Segundo, a maioria dos métodos de separagdo em
biotecnologia baseados em interacdes fisicas ou quimicas, podem ser
adaptados para flotagdo usando-se precipitacio como uma etapa
intermediaria na recuperacfo desses produtos..

Mivazu ¢ Yano (1974) determinaram que Mycotorula japonica pode
ser eficientemente recuperado de uma suspensdo aquosa por flotacdo onde
as células sdo crescidas com n-parafina ao invés de glicose. Recuperacéo
continua de Hansenula polymorpha e Saccharomyces cerevisiae de um
meio de cultura a nivel de planta piloto produziu resultados melhores que
teste de laboratorio no Institut fiir Technische Chemie, Alemanha, um dos
institutos lideres no desenvolvimento de aplicacio de flotaco em

biotecnologia (Gehle et al., 1991).
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Precipitados de proteinas podem ser suficientemente hidrofobico
para serem adsorvidos as bothas de ar. libuchi e co-autores reportaram que
caseina e hemoglobina podem ser recuperadas por flotacdo de particulas
meihor do que por fracionamento por espuma quando a proteina estd em
solucdo (libuchi et al., 1974).

Polissacarideo com aplicagdo em alimentos ou nfo tais como
xantano, curdlan, levano e derivados de celulose sfo bioprodutos que em
algum ponto do seu protocolo de purificacdo utilizam uma etapa de
insolubilizacdo pelo uso de ions especificos pH 4lcool, aumento da forga
idnica, etc. (Cadmus et al., 1976; Godet; 1973; Han 1990; Harada et al,
1968). Todavia existe a possibilidade de substituicio das etapas de
centrifugacdo e especialmente de filtracdo por flotagdo nesses processos
desde que esses produtos tenham uma tendéncia a formar géis que fechem
drasticamente o meio filtrante. Muitos desses compostos sdo nfo 16nicos, o
que ¢ uma caracteristica desejdvel quando o objetivo final € ter uma
particula hidrofobica.

A segunda aproximacio em relacdo ao segundo paragrafo da pagina
anterior ¢ a recuperagio de bioprodutos através do uso de um sistema
carreador. Produtos sollveis podem ser flotados pela engenharia utilizando-
se um sistema carreador insolivel (ou pode ser insolubilizado) e flotdvel. A
motivagdo para a construcio de tais sistema estd baseado na interaco entre
as moléculas que estdio sendo separadas e um grupo de moléculas (agente de
separagdo) adicionadas ao sistema, como um solido, liquido ou uma espécie
em solucio. Tais interagOes podem ser ndo-especificas, como por exemplo,
como no caso da adsorclo do carvio vegetal ou especifica tais como
eletrostatica, hidrofébica ou interacdes por afinidade com substrato anélogo,

inibidores, antigenos, anticorpos, etc. Se o agente de separagio de flotagdo
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estiver situado na superficie de uma particula, tem-se entdo o caso de
adsor¢fo. Se o bioproduto estiver em solugdo e houver a formagio de duas
fases imisciveis, tem-se entdo o caso de extragdo em duas fases aquosas. A
formagdo de um complexo insolivel caracteriza uma precipitacio comum ou
precipitagdo por afinidade. Se o agente de separagfo é um composto de alta
massa molecular e a separag#o fisica ¢ acompanhada por ultrafiltracfo, tem-
se o caso de ultrafiltragdo por afinidade. Em geral esses processos se
baseiam em uma interac8o bdasica entre as moléculas que estdo sendo
separada e o agente de separacio.

O uso desses principios de separagdo na forma de flotaciio deve
apresentar muitas vantagens. Primeiro a imobilizacdo dos produtos em uma
particula pode contribuir para a protecio desta contra a desnaturacdo.
Segundo, quando o agente de precipitacdo ¢ um liquido, a flotagdo deve
combinar as vantagens da adsor¢do com as vantagens da extracio em duas
fases aquosas (cinética rapida dos sistemas liquidos).

Uma das técnicas de flotagdo utilizada em biotecnologia € a flotagdo
de particulas com ar dissolvido (FAD), essa tipo de flotacfio é aplicada
quando as particulas em suspensfio sfo muito pequenas, necessitando
portanto de microbolhas para serem carretadas até o topo da coluna. Holland
(1990) usou quitosona para promover formagdo de floculo formado por
quitosona e proteinas micobianas de uma suspensdo de Candida utils com
subsequente recuperagio de flocos utilizando o sistema de FAD. Nessa
operagdo o autor obteve 98% de recuperacéo da célula. Couillard e Gariepy
(1990) utilizaram flotacdo para o tratamento de efluentes de matadouro de
sufnos € nesse caso 0s autores separaram as gorduras e o 6leo dos efluentes
por flotacfio, onde as concentracdes residuais dessas gorduras e 6leo foram

de 4,4 ¢ 5,2 mg/ml respectivamente. Bahr et al. (1991) estudaram o efeito da
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recuperacdo das células de Hansenula polymorpha utilizando coluna de
flotacdo. Nesse estudo, essas células produzidas na fermentacdo foram
recuperadas continuamente pelo uso de flotagdo em coluna. A solugfo vinda
diretamente do meio de cultura alimentava a coluna na proximidade do topo
da regifio de coleta e o ar na base. Nagle e Rivard (1992) utilizaram FAD na
producdo de fertilizantes através da conversdo bioldgica da fracfo orgénica
de rejeitos de industria de pescado de atum com rejeitos solidos municipal.
Os esforcos de pesquisa na area de flotag8o sdo justificados pela
necessidade de producéo e ou recuperagio de produtos bioldgicos como por
exemplos: proteina e enzimas a partir da fermentacfio desses. Miranda e
Berglund (1993) utilizaram flota¢do precipitativa para recuperar e separar o~
amilase de Bacillus stearothermophilus expressa em Escherichia coli pelo
uso de um polimero de grau alimenticio, hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
e sulfato de amodnio. Nesse trabalho, a enzima produzida no fermentador foi
concentrada através de precipita¢do com hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
e sulfato de amoénio, em seguida esses precipitados foram separados da
solucfo por flotacdo continua em coluna. Em seu trabalho o autor conseguiu
uma recuperacdo de atividade enzimatica de mais de 90 porcento. Schurgerl
et al. (1994) em seus trabalhos de recuperagio e precipitacdo de proteinas
citam flotagdo como uma possibilidade futura. Palmiers et al. (1996)
testaram a eficiéncia da flotacdo de célula de levedo crescida em um meio
de cultura e verificou que a habilidade de flotagdo nfo estava correlacionada
diretamente com a concentraco de proteina extracelular total da cultura, no
entretanto havia uma relagdo entre a hidrofobicidade da célula e a

capacidade de flotago.
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1.3 - Flotac@o como processo de separagdo

Os processos de flotagdo sfo Gteis na separacdo de uma grande
variedade de espécies, tais como, substdncias moleculares, idnicas,
microorganismos, particulas minerais existente em uma solugfo. Esses
processos sfo particularmente atrativos, principalmente em caso de
separagio envolvendo solugdes muito diluidas, onde normalmente nfo ¢
possivel separar essas espécies pela maioria de outros processos.
Propriedade como hidrofobicidade, indesejavel em alguns processos devido
a perda de atividade e problemas operacionais de fermentacdes, contribuem
atualmente para que a flotago seja utilizada em tais moléculas (Evans et al,,
1970; Kalischewski et al., 1979; Kolsaridu et al., 1983; Vardar-Sukan,
1988).

O sucesso da flotaco depende principalmente da tendéncia com que
essas substancias que apresentam de atividade superficial (por exemplo,
tensoativos) t&ém de se concentrar na interface dgua-ar e na capacidade do
sistema de flotagio de selecionar os materiais hidrofébicos que ndo
apresentam superficies ativas por meio de adsor¢dio ou associagdo com essa
interface.

O efeito da dispers@o das bolhas de ar na solucdio para conduzir as
particulas até o topo da unidade de separagfio ¢ fundamental para a obtencéo
de um bom desempenho nesse processo para melhorar a flotabilidade dessas
particulas € aconselhdvel um aumento nos tamanhos dos flocos, sem no
entanto aumentar a sua densidade (Priesing, 1962).

Sugere-se entdo que as particulas mais densas devem ser removidas
por sedimentacfio antes de ser realizada a flotagfio, pois as mesmas podem
misturar-se com as menos densas dentro dos floculos, e diminuir a eficiéncia

da flotacdo.
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Com base no mecanismo de separagdo e tamanho do material a ser
separado, o processo de flotacio pode ser classificado segundo a Tabela 1.2
(Somasundaran ¢ Ananthapadmannabhan, 1987). EntSo, a separacdo de
espécies que apresentam superficie ativa tais como, detergente de soluco
aguosa € conhecida como fracionamento dessas espécies por espuma,
enquanto substdncias que nfo apresentam superficie ativa, por exemplos,
mercurio e fosfato, os quais podem serem complexados com varios
tensoativos € chamado de flotagdo molecular ou ibnica. A separagfo de
particulas de tamanho coloidal de superficie ativa e superficie ndo-ativa séo
conhecidas como flotagdo com espuma e microflotagdio respectivamente.
Lemlich {(1972) descreve um nimero de aplicagdes e possiveis aplicacdes

desse tipo de flotagdo.

1.4 - Flotacdo como operacio unitaria

Flotagdo como a engenharia de minas prefere chama-la, ¢ um
processo de separagio de espuma. Em engenharia quimica, flotacio € vista
como uma operag¢do unitéria baseada na adsorsdo de particulas hidrofobicas
do mineral em suspensfo aquosa nas bolhas de ar. Flotag@o € uma operacéio
unitaria simples, versatil, de baixo custo operacional muito utilizada na
separacdo seletiva e concentragio de particulas, principalmente minerais.

Em flotagdo, a alimentacio é constituida de uma solugdio contendo
particulas em suspensdio, no caso de flotagdo de minério, o mesmo ¢é
triturado para aumentar a area superficial, e em seguida diluido em 4dgua com
reagentes de flotacdo desejados, incluindo modificadores de pH e coletores.
O sistema ¢ agitado em uma célula de flotagdio como mostrado na Figura

1.3, onde o ar infroduzido na zona de agitag8o fica bem disperso na solugo.



Capitulo 1 - Introducdo e Objetivos 14

Tabela 1.2 - Técnicas de flotacdo classificadas com base no mecanismo de

separacdo e tamanho do material separado (adaptado de Somassundaran e

Ananthapadmannabhan, 1987).

Tamanho da particula
Mecanismo Molecular Microscdpio Macroscopico
Substancias com Fracionamento  Flotagio por espuma: Flotacdo de

atividade de

superficie

Assoclacdo com

tensoativos

com espuma,

por exemplo,

detergente em

solucdo aquosa

Flotacdo de
ions,
flotacdo de
moléculas,
flotacéio de

coldide:

exemplo, Sr*,

Pb**, Hg*".

exemplo, precipitados
contendo proteinas,

microorganismo,

Microflotagdo,

flotacdo de colbide, :
exemplo, particulas
em agua residuais,

microorganismo,

argila

minerais ndo

polares:

exemplo,

enxofre

Flotagdo:
exemplo,
minerais tais
como silica
Flotagdo de

precipitados
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Espuma
contendo
material
hidrofobico

Suspensio | % ° . T
- e

— _ Rejeito contendo
material nfo

:‘ flotavel
Palheta

Figura 1.3 - Esquema do diagrama de uma célula de flotago (de

Somasundaram e Ananthapadmannabhan, 1987).
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As particulas dispersas na solucdo dentro da célula € separada de modo
seletivo, isto € possivel devido a habilidade das particulas hidrofobicas em
suspensdo aquosa ligar-se as bolhas de gas as quais conduzem-nas para o
topo da fase liquida devido ao seu poder de flutuagéo.

Os agregados bolhas-particulas sdo conduzidos ao topo da célula de
onde sdo removidos. Nessa operagdo o enriquecimento ocorre quando a
juncdo da particula-bolha € seletiva com relag@o a uma determinada classe
de particula. O estudo de flotabilidade de minérios sfo realizados
normalmente através da utilizacdo das células de Hallimond e Fuerstenau

(Figura 1.4).

1.5 - Objetivos e relevancia do tema
Objetivo Geral:

O objetivo desse trabalho foi estudar a recuperacio de proteinas
através das operagdes de precipitaco e flotagdo. Na precipitagdo utilizou-se
os métodos de precipitacdo por polimeros acoplado ou nfo a precipitagdo
com sais e seguido de separac¢fio solido-liquido através da flotagéo.

Os precipitados formados em cada sistema de precipitagdo foram
submetidos a ensaios qualitativos de flotabilidade em uma minicoluna
adaptada de uma célula de Hallimond. A célula de Hallimond € composta
duas partes, na parte inferior é introduzido o gds o qual & disperso através de
uma placa porosa que funciona como dispersor de gds, nessa parte €
colocada a suspensfo juntamente com um magnético (peixinho) para manter
a suspensao homogénea. Na segunda parte do tubo € constituida da zona de
recuperacdo por onde as particulas flotadas sdo escoam por intermédio de

uma saida um pouco abaixo do topo da coluna como mostra a Figura 1.4.
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o
S - salda do
concentrado

P - placsa porozsa

A - entrada de gas

Figura 1.4 - Célula de Hallimond.
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O objetivo desses ensaios foi escolher o sistema de precipitado a ser
submetido a flotagdo continua em coluna. A precipitacdo do sistema de
melhor desempenho nesses ensaios foi otimizada através de planejamento
estatistico experimental pelo estudo das seguintes varidveis: pH, tempo e
temperatura de envelhecimento, taxa de adi¢fio da solugdo do sal e nivel de
agitacio.

Nas condigbes 6timas de precipitaco para este sistema, estudou-se
as variaveis que influenciam a coleta desses precipitados com a utilizagfo de
bolhas e espumas em coluna de flotagdo continua.

1) Nos estudos de precipitacdo utilizou-se apenas polimeros e
polieletrolitos como agentes precipitantes. Nestas precipitagdes procurou-se
utilizar proteinas e enzimas cuja faixa de ponto isoelétrico permitiram a
utilizacdo da variagfio de pH de modo a viabilizar a precipitacdo. Nesse caso
escolheu-se os seguintes sistemas: 4acido poliacrilico com mioglobina,
quitosona com albumina de soro bovino e com pepsina.

2) Na precipitagdo de um complexo enzimatico procurou-se utilizar
um co-precipitante onde esperava-se que o mesmo apresentar-se afinidade
com essas enzimas e que formassem um precipitado pela adicfio de uma
soluclo com alta concentracfes de sal neutro, cujo objetivo foi formar um
sélido complexo contendo todo o conjunto de enzimas e que fosse
hidrofébico, para em seguida separa-lo da solugdo utilizando a coluna de
flotagdo continua. Nesse caso, escolheu-se uma celulase de Trichoderma

reesei fornecida pela Biobrés e éteres de celulose e sulfato de aménio.
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Capitulo 2

Fundamentos da Precipitacio de Proteinas

2.1 Caracteristicas gerais das proteinas

Proteinas sdo os principais componentes seco de organismos vivos e
sdo heteropolimeros constituidos por até 20 aminoacidos. Esses
aminoacidos se ligam através de ligagOes peptidicas. As posi¢Ses dos
aminoacidos na cadeia formam proteinas diferentes. Cada aminoacido €
distinguido por uma cadeia lateral caracteristica que pode ser apolar
(hidrofdbica), polar carregada (hidrofilica) ou polar nfo carregada. As

proteinas podem ser representadas com a formula estrutural a seguir:

*Rxw NH=-CH~CO - NH—E(TH‘ CO=NH-CH~= CO = **%=*
5 !

Ry R R;

Onde: R;, R; e Ri representam as cadeias laterais dos aminodcidos
constituintes.

A Figura 2.1 mostra um diagrama de uma proteina globular tipica.
Na superficie da proteinas existem cargas positivas, negativas, e regides
hidrofobicas. As proteinas s3o substincias anfGteras ou seja o seu

comportamento acido ou basico depende do pH do meio.
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@ Regido hidrof6bica

Figura 2.1 - Esquema da distribuicdo de carga e regides hidrofobicas

na superficie de uma proteina tipica (Scopes, 1987).
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A solubilidade da molécula de proteina em vérios tipos de solventes
é determinada pela distribuicdo dos residuos hidrofébicos e hidrofilicos na
sua superficie (Scopes, 1987

Diferencas nas propriedades fisicas, quimicas e funcionais das
proteinas fornecem as bases para a concentragdo e separacdo das mesmas.
As principais propriedades que sfo exploradas visando a separagdo sdo

descritas a seguir.

2.1.1 - Tamanho e forma

A massa molecular das proteinas varia numa faixa bastante ampla. A
insulina, por exemplo, possui um massa molecular de 5.700 daltons
enquanto a hemocianina tem massa molecular de 6.700.000 déltons. A
massa molecular média da maioria das proteinas estd, no entanto,
compreendido na faixa de 40.000 a 80.000 déltons, sendo as proteinas
maiores compostas geralmente de sub-unidades. A proteina globular
hemoglobina, que consiste de 574 aminoacidos em 4 cadeias com massa
molecular total de 64.500 déltons tem a forma a_pfoXimadamente esférica
com didmetro de 64 Angstrons. Como comparacdo, um aminoacido simples
como a alanina tem aproximadamente 5 Angstrons de comprimento.

A forma das proteinas pode variar desde a linear (proteinas fibrosas)
a até a formas aproximadamente esféricas (proteinas globulares). Essa
propriedade ¢ altamente influenciada pelo aspectos fisicos e quimicos do

ambiente onde se encontra a proteina tal como o pH.
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2.1.2 - Carga ¢ hidrofobicidade

Levando-se em conta que todas as proteinas contém terminais
aminos ¢ carboxilicos além de muitas cadeias laterais carregadas, as
solucdes protéicas possuem comportamentos acido-base. A carga liquida da
proteina depende fortemente do pH do meio. Num pH caracteristico em que
o balango total de cargas positivas e negativas se cancelam a proteina se
encontra no ponto isoelétrico (plI). Para valores de pH superiores ao pl a
proteina apresenta uma carga liquida negativa, enquanto que para valores
inferiores ao pl a proteina possui uma carga liquida positiva (Figura 1.2).

O ntmero, tipo e distribuicio dos residuos ndo polares de
aminoacidos determina o carater hidrofébico da proteina. Em soluces
aquosas esses grupos hidrofobicos estio freqlientemente na regido interna da
proteina j& que sdo repelidos pelas moléculas polares da 4dgua. A interagfio
entre as cadeias laterais apolares presente nessa regifio hidrofébica é um
fator importantes na estabilizago da estrutura da proteina e pode contribuir
para outras interagdes pelo fato de prover um ambiente menos polar do que
aquele obtido em solugdo.

Uma proteina globular pode ser caracterizada como um polimero
anfétero com um grande ntmero de regides hidrofébicas distribuidos nfo
uniformemente sobre a superficie. A densidade de carga na superficie
freqlientemente € baixa até mesmo para uma proteina que apresente um
maximo de carga dissociada. Por exemplo, uma albumina de ovo cuja massa
molecular € aproximadamente 40.000 daltons nfio tem mais do que 28

cargas de superficie (Bell et al., 1983)
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2.1.3 - Solubilidade e funcio

Ao contrério dos grupos hidrofobicos, a maior parte dos residuos idnicos
dos aminoécidos estad localizada na superficie da molécula da proteina. A
carga superficial contribui para a solubilidade das proteinas globulares

tornando-as apropriadas para fungfo que exigem mobilidade e interagio com
o ambiente fisiologico. Cada proteina tem como caracteristica: solubilidade
e ambiente definido; quaisquer mudangas nas condi¢des (tipo de solvente ou
tampdo, forca idnica, temperatura) pode causar uma precipitagdo
diferenciada.

A estrutura iGnica assim como a distribuicio a presenca de
aminoéacidos especificos em uma de proteina determina a sua fungdo ou
atividade bem como a sua bioespecificidade na interagdo com outras
moléculas. A estrutura nativa da proteina devera estar intacta para que a

intera¢do funcional ocorra o que constitui a base dos métodos denominados

de afinidade.

2.2 - Recuperacdo de proteina por precipitagdo

A precipitagdo de proteinas tem sido utilizada em varias escalas,
atingindo até as aplicacbes industriais na qual oferece diversas vantagens,
como baixo consumo do precipitante (Hill e Zadow, 1974; Sternberg e
Hershberger, 1974), alta recuperagfo de proteina (Fisher e Glatz, 1987), e
alto grau de fracionamento {Clark e Glatz, 1990).

Quando se deseja separar uma proteina especifica de uma solugdo
contendo varias proteinas pode-se utilizar uma técnica conhecida como
precipitacdo seletiva. A eficiéncia desse processo € determinada ndo so pela

quantidade de proteina precipitada, mais também pelo fatores de purificacéo
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e de separagdo. Precipitac@o seletiva € a técnica de separagdo mais
freqlientemente utilizada nos processos de recuperacdo e purificacdo
“downstream processing” de proteinas para a realizagio de purificagdo
parcial ou de concentraciio de volume (Bonnerjea, 1986). A concentracdo de
produtos reduz os custos porque volumes menores serdo utilizados em
outras operagdes ou processos. A escolha do agente precipitante € muito
importante. Um precipitante de custo elevado pode ter sua escolha
justificada deste que tenha grande seletividade e seja reciclado.

Os precipitantes incluem 4cidos e bases (usados na precipitacéo
isoéletrica), sais neutros, solventes orgénicos, polimeros ndo idnicos,
polieletrédlitos, ions metalicos multivalentes. Exemplos de técnica de
separacdo com respectivos fatores de purificacfo sfo listados na Tabela 2.1.
Entre estas técnicas, a cromatografia por afinidade € a que apresenta fator de
separacdo mais elevada, no entanto essa técnica apresenta varias limitagdes
(Mattiasson, 1989): a) resisténcia a transferéncia de massa através de
limitacdo difusional e impedimento estérico; b) tratamento de material
particulado ou viscoso, devido ao entupimento, o qual resulta em altas
quedas de pressfo, que por sua vez limita a taxa de fluxo; ¢) limitacBo na
escala de producdo devido a deformagfo de leito com altas queda de
pressdo. A técnica de precipitacfo supera essas limitagdes e além disso
apresenta a vantagem de poder ser realizada em operacdes continuas (Chen,
1990).

O enfoque da revisfo feita na Tabela 2.1 é mostrar a seletividade
dessas técnicas para separar uma proteina especifica em uma mistura de
proteinas. Quantitativamente a seletividade de um processo de separagfo
pode ser determinada através de trés fatores: fator de purificacio (y), fator

de separacdo (o) e uma variante do fator de separacdo. Qualquer das duas
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Tabela 2.1 - Fatores de purificacdo em diferentes técnicas de separacéo

(Glatz et al,, 1992)

Técnica de separagio Fatores de purificagdo
Meédio Maximo
Cromatografica por afinidade 100 3000
Adsorcdo norgénica 12 110
Filtracdo de gel 6 60
Cromatografia hidrofébica 20 60
Troca idnica 9 50
Precipitagdo 3 10
Precipitagéo seletiva 11 30
Extracdo de fase aquosa 10 25
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definicbes pode ser utilizada para comparar as seletividades dos vérios
precipitantes, deste modo elas podem ser calculadas de dados
experimentais.

Em uma mistura de proteinas a diferenc¢a entre o fator de separacio ¢
utilizado para na separaco de uma proteina em relagdo a uma outra proteina
especifica e o fator de purificacdo é utilizado com relacdo a quantidade de

proteina total

O fator de purificagdo (y) € definido como:

/‘“I”"\\
Q
N
i~
-
N
o)

Yy = —(——)m—mwm Equagdo 2.1

Onde Cp ¢é a concentracdo de uma proteina especifica, Ct é a
¢ p
concentracdo total de proteinas. Os sub-indices “prec” e “ext” se referem as

fragSes precipitado e extrato (solugdo de proteina no sobrenadante).

O fator de separac@o {o) € definido como:

= |prec
o T Equacdo 2.2

-— | eXiT
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Onde Co ¢ a concentragdo da outra proteina da qual deseja-se separar a
proteina especifica.

A terceira definic8o é uma variante de (o) e difere apenas no
denominador, onde extrato € trocado por sobrenadante. Fator de separacgdo
ou purificacdo maior que a unidade indica enriquecimento da proteina
especifica no precipitado.

A Tabela 2.1 mostra especificamente no caso de precipitacdo um
baixo fator de purificagdo. Um exemplo de precipitacéio seletiva, utilizando
o carboximetil celulose (CMC) como agente precipitante, € a precipitacdo
de lisozima de uma mistura bindria contendo igual quantidade de
ovalbumina, que apresentou um fator de purificacfo igual a 1,84 e um fator
de separacdo igual a 11,2 (Clark e Glatz, 1987). Freqlientemente os fatores
de separacdo encontrados na literatura, sdo dados em termos de atividades
especificas para enzimas. Por exemplo, uma mistura de duas enzimas que
apresentem atividades especificas diferentes e que cujos métodos de andlise
sejam Independente e nfo sofram interferéncia mutuas, entdo o fator de
separacdo pode ser calculado medindo as duas atividades especificas no
precipitado € no extrato.

Os processos de precipitagio de proteinas podem ser realizados em
grande escala em operacSes continuas, esta operacfio também pode ser
utilizada na recuperacfio de enzimas desde que nfo haja grandes perdas de

atividade.

2.3 - Aspectos fisico-quimicos de precipitacéo de proteinas

Os métodos de precipitagio de proteinas pode ser dividido em dois

grupos. No primeiro grupo, a solubilidade das proteinas € reduzida pela
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adic@o de altas concentragcOes de reagentes, 0s quais mudam as interagdes
entre as protefnas e o solvente. Nessa categoria estfo incluidos solventes
orgnicos tais como etanol, acetona, éter e sais neutros tal como sulfato de
amdnio. No segundo grupo a solubilidade das proteinas é reduzida pela
adicdo de baixas concentracfes de reagentes, o0s quais interagem
diretamente com a proteina. Nesse grupos estfio incluidos os 4cidos, bases e

alguns fons metalicos.

2.3.1 - Estabilidade coloidal de proteinas em suspenséo

A estabilidade das particulas coloidais formadas por proteinas em
suspensdo aquosa ¢é atribuida a hidratacdo e as cargas eletrostaticas. Esses
fendmenos depende principalmente da composiciio quimica e da estrutura
dos substratos na interface soélido-liquido. A estabilidade de proteinas em
suspensdo pode ser melhor discutida pela teoria Derjaguin London Verwey
Overbeek (DLVO). As Forgas de atragio e de repulsdo entre esferas
coloidais liofébicas de cargas ou potenciais uniformes podem produzir uma
barreira energética a agregacfo. A magnitude dessa barreira energética
relativa a energia térmica das colisGes € quem determina a existéncia ou ndo
de agregacdo de proteinas assim como também a velocidade de formacéo

dessas particulas.

2.4 - Métodos de precipitag@o de proteinas
2.4.1 - Precipitago isoelétrica

Em solucSes de baixa forga idnica o ajuste de pH no ponto onde a
proteina tem carga liquida zero, ou seja, no seu ponto isoelétrico (pl),

implicara numa reducfio brusca na sua solubilidade, coagulagdo de proteinas



Capitulo 2 - Fundamentos da Precipitacdo de Protetnas 28

e formagdo de agregados, os quais podem ser suficientemente grandes para
se separar da solugfio original. No pl a carga global préximo de zero das
moléculas de proteinas minimiza a repulsdo eletrostaticas enire elas, por
isso, as interagdes atrativas entre as partes hidrofobicas das moléculas
vizinhas sdo aumentadas, conduzindo entfo & agregacfo e precipitagdo de
proteinas.

A precipitacdo isoelétrica € mais eficiente no caso proteinas de baixa
constante de hidratagdo ou de superficie com alta hidrofobicidade. Essas
proteinas tem sido largamente usadas, e como exemplo, podemos citar
caseina, uma protefna com essas caracteristica. Ela precipita no seu ponto
isoelétrico formando agregados grandes e resistentes, no entanto, a gelatina,
uma proteina com uma hidrofobicidade elevada, ndo precipita em seu ponto
isoelétrico em baixa for¢a ibnica, devido a gelatina apresentar uma forte
afinidade pela a agua (Shaw, 1975).

Normalmente a maior vantagem de precipitacfio isoelétrica efetuada
em pH 4cido estd no baixo custo de acidos minerais e no fato que varios
desses acidos, tais como cloridrico, fosforico e sulfirico serem aceitdveis
em proteina de produtos alimentares. A principal desvantagem do uso de

acido € o seu potencial como agente desnaturante de proteina.

2.4.2 - Precipitagio com polimeros nfo i6nicos

Polimeros ndo i6nicos também tem sido utilizado na precipitagfo de
proteinas. Entre os polimeros mais usados estdo os dextrona e os glicdis de
polietileno. A precipitacBo com esses polimeros ainda ndo pode ser
explicado detalhadameente, no entanto, os trabalhos de Laurent (1967) e
Ogston (1970) sugeriram que os polimeros excluem as proteinas de uma

parte da solugfio e reduz a quantidade efetiva de dgua disponivel para a sua
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solvatagdo. Isso faz com que aumente a concentracio da proteina no
restante da solugdo até que ocorra a precipitagdo da proteina. A vantagem
dos polimeros ndo ibnicos é que os mesmos estabilizam as proteinas e
podem ser usados a temperatura ambiente (Bell et al.,1983). O polimero ndo
idnico polietileno glicol (PEG) precipita proteinas em solugfo aquosa sem

desnatura-las.

2.4.3 - Precipitacdo com polieletrélito

Polieletrélitos sfio polimeros soliveis em 4gua contendo grupos
ionizaveis como unidades repetidas. O é&cido poliacrilico (PAA) ¢ a
carboximetil celulose (CMC) sfo exemplos de polidnions enquanio que o
quitosona (CHI) é um polication. Devido as estruturas das suas unidades
basicas, esses polimeros podem se ligar as moléculas de proteinas
carregadas com cargas opostas ¢ formar complexos ndo estabilizados por
repulsfio de cargas, resultando na precipitacio.

O mecanismo ¢ a cinética de floculaco com polimeros tém sido
largamente estudados e bem documentados na literatura. Gregory (1987,
1988) descreveu o processo global de floculagdo em cinco etapas: (a)
misturas das moléculas do polimeros com as proteinas formando particulas,
(b) adsorcdo das cadeias de polimeros nas particulas, {c¢) rearranjamento das
cadeias adsorvidas, (d) colisdo entre as particulas que possuem os polimeros
adsorvidos para formar agregados ¢ (e) quebras dos floculos formados.

No caso de proteinas com o mesmo pl similares foi observado
inicialmente que essas proteinas e os polieletrolitos se combinam por difusdo
para formar um complexo (particulas primarias) em escala sub-micron

(Chen, 1992; Fisher e Glatz, 1987). Em seguida as colisdes entre os



Capitulo 2 - Fundamentos da Precipitacdo de Proteinas 31

complexos conduz a formac8o e crescimento de agregados os quais
precipitam. A formacfo dos complexos ¢, em geral, muito rapida (Glatz e
Fischer, 1986) e possui como forca motriz a atracio eletrostatica entre as
moléculas de proteinas e de polieletrolitos, bem como as ligages de
hidrogénio e do tipo hidrofobica (Gekko e Noguchi, 1978). Por outro lado a
formacdo dos flocos é relativamente lenta e pode ocorrer segundo trés
possivels mecanismos:
(1) Neutralizacdo da carga das particulas primarias com um
polieletrolito de carga oposta (Gregory, 1969)

{(2) Formacdo de regides carregadas na superficie das particulas
(Kasper, 1971)

(3) Pontes de polimeros entre as particulas com diversos pontos de
ligagfo (Ruehrwein e Ward, 1952).

A neutralizacio das cargas e a formacgdo das regides carregadas
resultam em flocos mais fracos que aqueles formados por pontes de
polimeros, mas que se reagrupam mais facilmente quando quebrados através
de tensBes mais elevadas. Os flocos formados por pontes de polimeros séo
irreversiveis quando quebrados (Gregory, 1987). Exemplos de neutralizacio
de cargas sdo: a floculacfo da celulose micro-cristalina através de polimeros
catibnicos (Sander e Luner, 1974) e a precipitagio de lisozima com PAA de
baixa massa molecular (2 kDa) (Chen, 1992). Por sua vez, a precipitaciio de
lisozima usando PAA de alta massa molecular (1.360 kDa) ocorre com o
mecanismo de formacio de pontes de polimeros.

A eficiéncia da precipitacdo com polieletrélitos pode ser otimizada
através de diversos fatores como pH, forga ibnica, dosagem de polimeros e
massa molecular do polimero. Mudangas no pH afetam a distribuigdo de

cargas na proteina e no polieletrélito, o que acusa uma faixa relativamente
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estreita de pH para a recupera¢io maxima de proteinas. O esquema
apresentado na Figura 1.2 mostra o efeito do pH na variagiio de carga do
polieletrolito e da proteina identificando a faixa tedrica de pH na qual é
possivel ocorrer a precipitagfio. Essa faixa de pH varia com a natureza da
proteina e do polieletrolito utilizado ( Clark e Glatz, 1990; Gonzales et al,,
1961; Hill e Zadow, 1974; Sternberg e Hershberger, 1974).

Na precipitacdo com polieletrdlito, o aumento da forga ibnica de
uma solucdo de proteina conduz a uma reducfio na recuperagdo de proteina e
nesse caso torna-se necessario um aumento na quantidade de polimero para
que se obter uma precipitagfo Otima (Hill ¢ Zadow, 1974; Sternberg e
Hershberger,1974). Esse fato pode ser explicado através das interagdes
eletrostaticas entre as moléculas de proteinas e do polieletrolito na formacéo
do complexo. A recuperacfio de proteina cresce com a dosagem do polimero
até um valor 6timo quando entdo decresce com a adicdo de polieletrdlito
(Clark e Glatz, 1987; Clark e Glatz, 1990; Gonzales et al., 1991; Sternberg
e Hershberger, 1974). A altas concentracbes de polimeros, o excesso do
mesmo no complexo formado, faz com que 0 mesmo se torne mais solivel e
que o saldo de carga que promove a desagregacdc entre os flocos e
reduzindo assim a precipitagdo de proteinas. Clark e Glatz (1992)
propuseram um modelo de acoplamento para a precipitagdo de proteinas
com carboximetil celulose (CMC), levando em conta os efeito da dosagem
de polimeros, do pH da solucfo e da forca idnica.

O efeito da massa molecular do polimero na recupuracfo de
proteinas com polieletrolitos tem sido estudado, no entanto tem sido
observado que ¢ aumento da massa molecular em alguns casos diminui e em
outros aumenta a recuperacio de proteinas. Shieh e Glatz (1991)

observaram que a densidade de cargas do PAA e a remoc¢do de proteinas
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independe da massa molecular do polimero molecular desse polimero para a
precipitagio de lisozima. Todavia quando se trata de clara de ovos, os
mesmos autores verificaram que as massas mais elevadas do polimeros sfo
mais eficientes na remocfo de proteinas por precipitagdo. Stermnberg e
Hershberger (1974) reportaram que a recuperacdo da proteina € mais
elevada com PAA de pesos moleculares mais elevados. Chen e Berg (1993)
mostraram que PAA de diversas massas moleculares s@o igualmente efetivos
em termos de recuperaciio de proteinas a baixa dosagem, verificando,
porém, que em dosagem mais elevadas a influéncia da dosagem € menos
significativas na recuperagfo de proteinas utilizando PAA de massas
moleculares menores.

F importante enfatizar que a modelagem do fendémeno da
precipita¢do ¢ ainda restrita a alguns sistemas especificos, o que acarreta a

necessidade da experimentos para a determinacdo das condi¢cdes Otimas de

precipitacdo.

2.4.4 - Precipitacdo de proteinas com sais neutros

As proteinas s8o eletrolitos de altas massas moleculares geralmente
com multiplos grupos acidos-bases, das quais dependem suas propriedades
de solubilidade. A solubilidade das proteinas depende também dos seguintes
fatores: concentracdes dos sais neutros dissolvidos, da polaridade do
solvente, pH e temperatura. A interacdo {on-proteina foi estudada
extensivamente por Ararawa e Timasheff (1982, 1984). Esses autores
mostraram que existem uma forte correlacio entre as interacOes
preferenciais das proteinas com sal e os efeitos dos sais sobre a solubilidade
e a estabilidade conformacional das proteinas. As interagbes proteina-sal

podem ser considerada como sendo uma combinacic da exclusdo
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preferencial nio especifica de sais causado pelo efeito da tensfo superficial
exposto pela teoria hidrofilica de Melander - Horvath e da ligacio especifica
do sal com uma proteina.

Os sais neutros tem um pronunciado efeito sobre a solubilidade das
proteinas globulares em agua.. Os sais de fons bivalentes tais como sulfato
de amdnio e cloreto de magnésio so solutos muitos mais efetivos que fons
monovalentes tais como cloreto de sddio, cloreto de aménio e cloreto de
potassio. A habilidade dos sais neutros de influenciar a solubilidade das
proteinas depende de sua forga idnica e o nlimero de cargas elétricas nos

dnios e cations do sal. A forca i6nica (1) é representada pela Equagéo 2.3.

I= (Cciz)2 Equacdo 2.3

Onde ¢; é a concentracdo de fons e z; a sua valéncia.

A mudanga na concentraciio de sal de uma solugdo pode causar a
precipitacdo de proteinas. A baixa forca idnica "salting-in"a solubilidade da
proteina aumenta com o aumento da concentragdo de sal, ou seja, diminui a
interacfo idnica entre as proteinas. A alta forca idnica "salting-out" a
solubilidade diminui com o aumento da concentragfo do sal.

A baixa forca i6nica, os ions de cargas opostas adicionais cobrem
com maior efetividade as miltiplas cargas i06nicas das moléculas proteicas,
deixando-as mais soliveis (Voet e Voet, 1990). Quando a concentragdo de
sa! diminui, a interacfo idnica entre as entre as proteinas cresce {poucos fons
de carga contraria para proteger as multiplas cargas i0nicas da proteina ), as
forgas eletrostatica repulsivas sfo insuficientes para manter as moléculas

separadas, conduzindo & formacio de complexos, os quais poderfo se
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agregarem para formarem grandes flocos sobre a influéncia de forgas de van
der Waals.

A altas concentracfes de sais (salting-out), a solubilidade das
proteinas diminui com o aumento da concentragdo de sais, porque o0s
mesmos removem dgua de solvatacfio das proteinas, reduzindo assim a sua
solubilidade. As proteinas desprovidas de moléculas de dgua interagem entre
si formando grandes aglomerados insoliveis. As proteinas precipitadas em
altas concentra¢des de sais retém a sua formacg#io nativa e podem ser
redissolvidas sem que ocorram desnaturacfo das mesmas.

O sulfato de amoénio € o sal preferido para a precipitacdo “salting-
out” de proteinas porque permite alcancar forcas idnicas muito altas em
funcdo da sua alta solubilidade em agua. Uma solucdo saturada de suifato de
ambnio em &gua a 25°C tem uma concentracio igual a 4,05 M e sua
densidade relativa € igual a 1,235. A sua solubilidade varia muito pouco na
faixa de 0 a 30° C. O sal pode ser adicionado a solugio na forma sélida
sobre agitacdo controlada ou come solucfio saturada, contanto que a sua
dilui¢do ndo envolva mais que duas vezes a concentragdo inicial. Em uma
solugdo que contém uma mistura de proteinas, pode se ajustar a
concentraglio de sal abaixo do ponto de precipitagio da proteina a ser
purificada; deste modo muitas proteinas indesejaveis podem ser eliminadas
da solu¢do. Em seguida, esses precipitados podem ser removidos por
filtracdo ou centrifugacfo, ao sobrenadante adiciona-se mais sal de modo
que a solugdio atinja uma concentragdo que precipite a proteina desejada.
Desse modo a precipitacfo “salting- out” pode ser justificada para purificar
e precipitar grandes quantidades de proteinas. Essa ¢ uma das técnicas mais
usadas em purificacfo de proteinas (Scopes, 1987). Esse processo depende

fortemente da hidrofobicidade da proteina, enquanto que “salting-in” ¢ uma
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técnica menos explorada, e depende mais da distribuicdo de cargas na

superficie e interagdo polar com o solvente.,

2.4.5 - Precipitacdo com solventes orgdnicos

O método de precipitagio com solventes orginicos misciveis em
dgua tem sido empregado desde os primeiros dias de purificagio de
proteinas. Esse método tem sido especialmente importante em escala
industrial, em particular no uso de fracionamento de proteinas do sangue
{Curling, 1980). Os principios desse tipo precipitacdio sfo diferentes de
precipitagdo com altas concentracdes de sais "salting-out", no entanto, o
sulfato de amdnio pode ser utilizade como uma etapa adicional.

A adicfo de solventes tais como etanol ou acetona em um extrato
aquoso contendo proteina tem uma variedade de efeitos, que combinados,
conduzem a formacio de um precipitado. O efeito principal € a reducfo na
atividade da agua.

Em termos de constante dielétrica, o poder de solvatagdo da dgua
pura no caso de uma molécula de enzima hidrofilica diminui com o aumento
da concentragdo do solvente. Isto pode ser descrito como a redugdo da
constante dielétrica ou simplesmente em termos do volume de é4gua
deslocado mais a imobilizac@io parcial das moléculas de 4gua através da
hidratacdo do solvente orgénico.

A disposicdo da estrutura das moléculas de agua em torno da area
hidrofobica podem ser soliveis em solventes puros, no entanto a presenca
dessas proteinas diminuem as solubilidades de outras que sdo soluveis em
dgua no ponto de agregagfo e precipitacdo.

As causas principais de agregacfo sdo as forgas eletrostéticas € van

der Waals, semelhantes aquelas gue ocorrem na ausénecia de solvente
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organico. As interagdes hidrofobicas sfo menos envolvidas por causa da
influéncia solubilizante dos solventes orgénicos nessa drea.

Semelhantemente a precipitagdo isoelétrica, no ponto isoelétrico da
proteina ¢ requerida uma menor quantidade de solvente orginico para que
ocorra a agregacdo. A Figura 2.2 mostra uma representaco bidimensional
de proteinas em uma mistura de dgua e solvente orgdnico. A formacio de
agregados se da pela interacdo entre as 4reas de cargas opostas das
superficies das proteinas.

Um outro fator que afeta a precipitagdo com solvente orgénico € o
tamanho das moléculas. Scopes (1987) estudou a influéncia da concentragio
do solvente organico e do tamanho das moléculas de proteinas na
precipitacdo das mesmas, e verificou que as moléculas de menor tamanho
requeriam uma maior quantidade de solvente.

Os requisitos necessarios para um solvente ser utilizado neste tipo de
precipitagdo sdo que eles devem ser completamente misciveis em agua, néo
reagir com as proteinas. Os dois solventes mais utilizados nesse método sdo:
etanol e acetona. Algumas proteinas reagem com acetona formando s-N
isopropilisina (Farfan, 1994). Qutros solvente tais como, metanol, n-
propanol, i-propanol, dioxana, 2-metoxi-etanol e vérios outros éteres €
cetonas e &lcoois sdo também utilizados. No entanto, deve-se tomar cuidado
tanto com a sua inflamabilidade como em termos de vapores toxicos. Por
essa razdo, ¢ que dioxana, 2-metoxi-etanol e outros éteres devem ser

eliminados dessa lista de reagentes.

2.4.6 - Precipitacdo por temperatura

A mudan¢a de temperatura pode afetar a precipitagdo de dois

modos: o primeiro dele € que a maioria das proteinas e muitos sais exibe um
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Zz Regide hidrofohica
wore Bolveste organico

Figura 2.2 - Representagfio do esquema da agregacfo de proteinas em uma

mistura solvente organico e agua (Scopes, 1987).
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decréscimo em suas solubilidade com a diminuigdo de temperatura, e no
segundo € que a altas temperaturas as proteinas se desnaturam, perdendo
assim as suas estruturas secunddrias e terciarias e expdem o0s Seus grupos
hidrofébicos, os quais se ligam a outras moléculas e formam agregados

insoluveis (Wheelwright, 1991).

2.4.7 - Precipitacio por afinidade

Os métodos de afinidade em purificagdio de protenas podem ser
definidos como sendo aqueles que fazem uso das interacBes especificas e
seletivas de proteinas com um ligante. No caso das enzimas, normalmente
usa-se um substrato ou um inibidor, o qual pode ser imobilizado a uma
matriz insolavel ou ficar livre em solugdio. Entre 0os métodos de afinidade
estdo incluidos: cromatografia, eletroforese e particio de fases. Nessa
categoria, também se encontra o método de precipitacéo.

Precipitacdo por afinidade ¢ uma técnica baseada na interagfio entre
uma dada proteina e um ligante o qual se liga a proteina de uma maneira
especifica. Em alguns casos, a simples adicfo de um ligante a uma solugéo
de proteina pode causar precipitagio, especialmente se o ligante for uma
molécula grande, tal como, um acido nucléico. Em geral essa ligacio
formada entre o ligante e a enzima nfo produz alteragdo suficiente na
solubilidade das enzimas para essa etapa de purificacfo seja bem sucedida.
A precipitagdo por afinidade normalmente ocorre através de dois
mecanismos (Chen, 1990): O primeiro envolve a ligacdo cruzada de
moléculas multivalentes de proteinas com um bi ou poliligante (Larsson e

Mosback, 1979).
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No segundo mecanismo, 0s complexos sdo formados entre uma dada
molécula de proteina e um ligante os quais sdo ligados a um polimero
solivel em 4gua, e os complexos sfo precipitados tanto pela redugdo da
solubilidade do polimero através da mudanca no pH (Morris et al.,, 1993;
Mattiasson, 1989), ou pela ligagdo cruzada do polimero com a ligacdo
polimero-proteina ( Mattiasson, 1989). O primeiro mecanismo recebe o
nome de precipitagdo por afinidade com ligante homo-bifuncional e o
segundo como precipitacio de efeito primario. Guzman et al. (1990)
descreveram uma terceira técnica de precipitacdo por afinidade na qual os
autores utilizaram um ligante-fosfolipidio modificado, o qual foi solubilizado
em solucdo aquosa por tensoativos nfo idnico conectado com moléculas de
proteinas contendo mdltiplos sitios de ligagfo. Powers (1992) estudou os
fatores que influenciam a precipitacBo de proteina utilizando ligante-

fosfolipidio modificado.
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Capituio 3

Separaciio de Proteinas por Bolha e Espuma

3.1 - Consideracdes gerais

Técnicas de separacdo de moléculas em solugdes aquosas por
adsor¢io, sdo baseadas nas diferengas de atividade de superficie de varias
substéncias presente em uma solucfo ou suspensdo. Essas substincia pode
ser i6nica, molecular, coloidal, cristalina ou celular “in nature”, todavia em
todos os casos elas devem ter uma superficie ativa na interface ar-liquido, ou
seja, essas espécies devem adsorver seletivamente a interface ar-liquido das
espumas ou bolhas que sobem através do liquido. Isto permite a separacio e
concentracio das espécies de superficie ativa em um pequeno volume de
espuma coletado na parte superior do equipamento. No entanto € bastante
comum uma substincia que nfo apresente uma superficie ativa na interface
ar-liquido, poder ser adsorvida através de um coletor que apresente
atividade de superficie tanto em relacfo a essa substdncia como a interface
ar-liquido ou ainda através da reacfo entre o coletor - substéncia (se esta for
um ifon), o qual converte o produto dessa reagdo em um complexo com
atividade de superficie.

A téenica de separacdo por adsorcdo em bolha estende-se a uma

grande faixa de substéncia incluindo ions, moléculas neutras, carbono ativo,
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minerais, proteinas e bactérias. A base fundamental de todo o processo de
separacdo adsortiva de bolha € a equagdo de Gibbs (Adamson, 1990). A
equacdo a seguir representa a equacdo de Gibbs quando apenas um soluto

estd presente:

a dy

" T RT da Equagdo 3.1

Onde: T € o excesso de superficie do soluto, “a” € a atividade do soluto e y

é a tensfo de superficie (a energia livre por unidade de 4rea da interface).

O equilibrio entre as fases solida, liquida e gasosa é dado pela

equagio de Young
YgA ~YSB =Y Apcosb Equagdo 3.2

Onde ygs € a energia livre da interface sélido-gés, ysp € a energia
livre da interface solido-liquido, vap € a energia livre da interface gas-sélido

e 0 B ¢ o angulo de contato entre as interfaces solido-liquido e gés-liquido.

3.2 - Classificacfo geral dos processos de adsor¢do em bolhas

As técnicas de separagdo por adsor¢io em bolha tem sido
classificada de acordo com o emprego ou nfo de espuma, se ¢ soluto
removido estd ou ndo na forma so6lida e quais as caracteristicas do soluto no
caso do mesmo ser solido (Lemlish, 1972). Essa classifica¢do (Figura 3.1) ¢

nomenclatura proposta a alguns anos, representa uma combinagdo razoavel
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Método de Separacdo por Adsorgdo em Bolhas

|

Separacdo Separacdo
com Espuma sem Espuma
Sublatacio com Fracionamento
Solvente com Bolhas
Fraciondmento Flotacéo

com Espuma

~ Flotacdo de Flotagéo
Flotacdo o
de Precipitados ~ Molecular

Minérios

Figura 3.1 - Fluxograma da classificacdo dos processos de separacfo por

adsorgio em bolhas (Lemlich, 1972).
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entre a terminologia comum e a sistemdtica logica envolvida e empregada
pela maioria dos pesquisadores dessa area.

Os processos de separagdo com bolhas sdo classificados de acordo
com a formacfio ou nfio de espumas. A separagio com adsor¢do em bolhas
sem a formacfo de espumas esté subdividida em: fracionamento com bolhas
e sublatacdo de solvente. No fracionamento com bolhas, o material de
atividade em superficie € conduzido até o topo da coluna de liquido
adsorvido nas bolhas de ar que ¢ injetada na parte inferior da coluna. Esse
material é entdo separado das bolhas no topo da coluna através da quebra
das bolhas (Lemlich,1972). A sublatacfio de solvente opera de modo muito
semelhante ao fracionamento com bolhas, exceto nos casos onde os solutos
com atividades de superficie séio transferido para a camada de ligquido
imiscivels que se encontra flutuando no topo do liquido do qual soluto esta
sendo extraido.

As separagdes com espumas estio divididos em fracionamento com
espumas, dispersiio em microbolhas e flotacéo.

No fracionamento com espuma as substdncias de atividade na
superficie sédo removidas da solugdo por adsor¢do na interface gas-liquido.
No segundo caso, essas separacOes s@io caracterizadas pelos tamanhos
extremamente pequeno das bolhas. A flotacdo ¢ caracterizada pelo tamanho
das particulas que sdo separadas do liquido, a flotagfo estd subdividida em
vérios grupos; desses destacaremos apenas flotagdo de minérios que se
refere a separagdo de minerais na polpa do minério, a flotagdo molecular
onde as moléculas presentes na solugdo nfo apresentam atividades de
superficie e nesse caso € utilizado um coletor (substancia anfifilica) para que

o precipitado possa ser removido da espuma e flotacfo precipitativa onde
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uma substéncia presente em uma solugdo ¢é precipitada através de um agente
precipitante e flotada sem a utilizagdo de um coletor..

A flotagcdo estd subdividida em véarios grupos; desses destacaremos
apenas flotac@o de minérios que se refere a separagfo de minerais na polpa
do minerio ,flotagio molecular onde as moléculas sem atividade de
superficie se liga com um coletor para formar um precipitado com atividade
de superficie, o qual é removido pela espuma e flotag8o precipitativa onde

uma substancia presente em uma solugfo ¢é precipitada e flotada.

3.3- Termodinamica da flotacgio

Em processo de flotagdo de minério, as particulas minerais colidem
com as bolhas. Se houver uma unido entre elas, de modo que essas
particulas sejam conduzidas pelas bolhas até a camada de espuma, entic
esses solidos podem serem classificados como flotaveis. A Figura 3.2
mostra a particula sélida e a bolha antes e apds essa unido. A condigdo
bésica para que essa unifo seja possivel (sobre uma unidade de 4rea bésica;
temperatura, pressdo € a composicdo quimica dada pelo nimero de moles,
todas constantes) € que a variacdo de energia livre (AG) durante o processo

de unifio {como mostra a Figura 3.2} seja negativo.

AG=G-Gr =G -G =ysy-vaL - yiv <0 Equagdo 3.3

Onde: G, e G, sdo energia livre de Gibbs do sistema antes da unifo
(estado 1) e apds unido (estado 2) respectivamente. G,;° ¢ G,° corresponde a
energia livre de superficie, as quais podem serem igualadas a G; e G,

respectivamente, onde apenas a porgo da energia livre de superficie muda
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Estado | Estado 2

Figura 3.2 - Esquema da unifio de uma particula & uma bolha de ar nos

processos de flotagdo.
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durante esse processo; ysv, Ysi © iy 30 tensdes de interface
sdlido/vapor, sélido/liquido e liquido/vapor, respectivamente.
Pela introdugdio da equagfio de Yong, a Equacfo 3.3 pode ser

convertida a uma formula mais util;

AG = ypy (cosO - 1) Equac¢do 3.4

Onde 6 denota o angulo de contato, obviamente AG ¢ igual a zero
para 0 igual a zero e menor que zero para 8 maior que zero.

A Equacéo 3.4 é conhecida como sendo a equagdo que determina o
critério termodindmico da flotagdo. A sua interpretac@o rigorosa € dada
como a seguir: Quanto maior o valor negativo de AG maior € a

probabilidade das particulas se aderirem.

3.4 - Cinética de flotacio.

O valo Schuhmann (15) mostrou que a taxa de flotagdo tem a mesma
dimensfio do significado da taxa especifica para a reaclo quimica de
primeira ordem. Entfo a cinética de flotagdo pode ser descrita pela Equaco

3.5.

dNp

= ~-K'NENLn, Equacéo 3.5

Onde N, representa o niimero de particula por unidade de volume, e N, é o

ntmero de bolha por unidade de volume.
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Se no experimento a vazdo do ar fornecido, didmetro ¢ o nimero de
bolhas forem mantidos constantes, entdo a taxa da Equacgdo 3.5 assume a

forma:

5 - -KN3p Equacio 3.6

Onde a constante K € a taxa de flotagfio, o qual passa a ser uma
func8o complexa que também envolve o tamanho das bolhas e particulas,
nimero de colisBo e probabilidade de juncdo das bolhas e particulas,
concentracio dos reagentes, projeto das células, etc. No entanto essa
equagdo nfo envolve a concentrac@o dos constituintes de interesse.

A etapa mais essencial em uma flotacdo elementar ¢ a colisfo das
particulas e as bolhas. Durante essa colisfio a espessura do filme que separa
as particulas das bolhas deve diminuir, quebrar e se reorganizar em um
pequeno intervalo de tempo. Os agregados formados pelas particulas e as
bolhas devem ser bastante forte para resistir as forgas de cisalhamento na
célula de flotacfo.

Assumindo-se que todas particulas na polpa colidem com as bolhas

dentro de uma regifio nri sdo removidas, entdo o nimero de colisdes por

unidade de tempo ¢ dado pela Equac8o 3.7

dN N
—P_ T Np—L Equacio 3.7
dt Ve

Onde r, € o raio da bolha, N/V, o niimero de particulas na célula

(V. é o volume da célula e Nj, é o numero de bolhas por unidade de tempo).
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Se a vazdo do gas que entra na célula é Q, entdo o niimero de bolhas

¢ dado por:

Np = 43Q3 Equacdo 3.8
Tf]_‘b

Combinando as Equagdes 3.7 e 3.8, obtém-se a Equagio 3.9;

dN 3
P_ Q N Equacgdo 3.9
3P
dt 4 Ve r b

Realmente, nem todas particulas dentro da regido descrita por ﬂ:rg

colidem com a bolha, ¢ nem toda colisdo ocorrida acarreta em uma unifdo
(coleg@o) bolha-particula. Isso pode ser calculado pela introducdo da

probabilidade de colecéo, P
P=P..P, | Equacdo 3.10

Onde P, ¢ a probabilidade de colisdo, Pa é a probabilidade de
Jung¢do.

Sutherland (1948), mostrou como a hidrodindmica do fluxo de
liquido que ocorre na vizinhanga da bolha afeta o niimero de colisdes. Em
sua aproximac¢io, somente as particulas inseridas na regifio de raio limite R
(ndo o raio da bolha r,) eventualmente colidem com as bolhas. De acordo

com Sutherland, a relaco entre R e r, é dado pela Equaco 3.11:
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5 Equacdo 3.11
- Th

Pc

Onde a regiio nR* & igual a 3mryr, € 1p € o raio da particula. Essa
equacgio (Schulze, 1984) é mais segura para determinagdo do potencial nas
condi¢Bes (Grande nimero de Reynolds de bolhas).

Pela condigd@o de Stokes (para valores baixos de Reynolds)

2

2

po =R E[TE} Equagfo 3.12
TCI‘% 2\1D

Onde P, /zR2 é igual a 3/2@;’}.

Yong e Luttrell (1989) mostraram que para nimero de Reynolds

intermediarios a variagdo de P, é diretamente proporcional a ri e

inversamente proporcional a yi sob as condi¢des de fluxo de Stokes. Nessas

condi¢les essa variacio depende também do nimero de Reynolds das

bolhas. Combinando as Equacdes 3. 9 ¢ 3. 10, obtém-se:

dN
p_3Pc Pa QN

Equacdo 3.13
dt 4vg rp P s

Sob as condigdes do potencial do fluxo, as Equagdes. 3.11 e. 3.13 sfo

conduzidas a Equacdo 3.14,

de gfp Q Pa
dt 4Ve tf

Np Equagdo 3.14
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—~

rearanjando as Equacdes. 3.12 e. 3.13 nas condi¢des do regime de Stokes

obtém-se a Equacdo 3.15.

dNp 9% Q Pa
T gve 1

Np Equagdio 3.15

Como visto a hidrodindmica afeta taxa de flotago via probabilidade

de colisdo.
3.5. Fracionamento por bolhas e espumas
3.5.1. Fracionamento por bolhas

O fracionamento de compostos com atividades de superficie por
bolhas foi desenvolvido por Dorman e Lemlich (1965) com a finalidade de
separar tais compostos de uma solucfo através da adsorgfo desses & bolhas
de ar, sem no entanto ocorrer a formagio de espumas.

No caso de operacdo em batelada coloca-se uma solugdo diluida
contendo os compostos de atividade de superficie na coluna, em seguida
injeta-se o ar pelo dispersor situado em sua base. Esses compostos sdo
adsorvidos nas bolhas e conduzido até o topo da coluna de onde sfo
removidos, outros no entanto retornam a solugdo devido a quebra das
bolhas. Um gradiente de concentragdo do soluto (compostos com atividade
de superficie) ao longo da altura da coluna é formado como resultado desse
fendmeno. A concentragdo desse soluto € maior na superficie da solugfo do
que na base da coluna (DeSouza, 1990). A separagdo desses compostos em

uma mistura € fung@io das suas atividades especificas, uma mistura de
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solutos com diferentes atividades especificas podem ser separadas através
do fracionamento com bolhas (DeSouza, 1991).

No caso de operagdes continuas a solucdo de alimentagio ¢
introduzida na coluna a uma altura intermedidria, o concentrado é colhido no
topo da coluna enquanto que o rejeito é descartado pela parte inferior da

coluna.
3.5.2. Fracionamento com espuma

O fracionamento com espuma ¢ semelhante ao fracionamento com
bolha, s6 que nesse caso hd a formacdo de uma camada de espumas devido
ao movimento das bolthas que por sua vez conduzem por adsor¢éo os flocos
com atividades de superficie até a camada de espuma. As espumas
resultantes das bolhas que permanecem intactas, tendem reter o soluto
adsorvido, desde que as espumas possam ser removidas do sistema e serem
quebradas com um quebrador dentro de um frasco coletor do concentrado.
O sistema de fracionamento de proteinas pode se tornar vidvel, desde que o
gas disperso na solucdo aquosa gere espuma, sem a necessidade de
tensoativos. O fracionamento de compostos com atividades de superficie
pode apresentar viabilidade na concentracdo, separacdo e recuperagfo de
tais compostos a partir de solugGes diluidas.

Montero (1992) usou o processo de fracionamento de proteinas com
espumas para concentrar solugdes diluidas de celulases cuja concentragio
era da ordem de 0,1 mg/ml. Foram realizados testes em bateladas em
colunas. Nesse trabalho os autores estudaram os efeitos do pH e do gas
carbdnico na recuperag@o da celulase no concentrado (solucdo formada pela
quebra das espumas no quebrador de espuma) e observaram que a pH

moderado e neutro os autores conseguiram uma solugdo de celulase (no
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concentrado) cujo os valores de razfo de separagio (RS) definida como
sendo a concentracdo da amostra no topo, no meio ou na zona de espuma
dividido pela concentragcdo na base da coluna estavam situados na faixa de
30 a 220. Santana (1994} utilizou o processo de separagfo de proteinas por
adsor¢do em bolhas para reduzir contaminantes de superficie ativa em
rejeitos de dguas industriais. Lucena {1996) estudou os efeitos de refluxo
externo com a finalidade de melhorar a recuperacdo ou reducdo de

contaminantes em estudos realizados por Santana (1994).

3.6 - Flotagdo em coluna

Como ja foi visto anteriormente, a técnica de flotacdo é muito usada
para separacfo e concentracfio de particulas, principalmente minerais. Os
melhores textos sobre os principios basicos de flotagdo se encontrados nos
livros de Gaudin (1957), Fuersteneau (1976) e Leja (1982).

Em seu trabatho sobre recuperagfio de amilase utilizando flotacfo de
precipitados, Miranda e Berglund (1993) relatam a importancia da selec@o
de particulas pelas bolhas para um melhor entendimento sobre os fendmenos
basicos de flotagdio ou seja as particulas adsorvidas pelas bolhas sdo
hidrofébicas e as que nfo sfo adsorvidas sdo hidrofilicas.

A flotacdo em coluna apresentam as seguintes vantagens: trata-se de
uma operacio rapida, apresenta um baixo custo em termos de investimento e
operacional, pode ser realizada em grandes escalas. A flotacio em coluna
pode ser utilizada na recuperaciio de sdlidos valiosos, na reducfio de ions
inorgdnicos muito téxico assim também como diminuir a quantidade de

surfatantes contido em rejeitos industriais € municipais, respectivamente.
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3.6.1. Principios operacionais

A primeira coluna utilizada para flotacdo foi patenteada no Canadd
no inicio dos anos 60 por Boutin e Tremblay. Sua descri¢io foi apresentada
em trabalhos por Wheeler, Boutin ¢ Wheeler (Fuerstenau, 1976). O modelo
dessas colunas as vezes € chamada de "coluna canadense”, no entanto
devido a sua grande variacdo essas colunas s3o chamadas de colunas de
flotacdo. Existem outros tipos de colunas ,tais como coluna de Leeds e
coluna de Flotaire.

A énfase dada a coluna canadense reside no fato de que a grande
maioria dos trabalhos publicados e das plantas em operagdo que utiliza a
flotagdo como processo de separagfo de solido-liquido usa esse tipo de
coluna, representada esquematicamente na Figura 3.3.

A entrada da alimentacdo esta situada a um tergos do topo (dado de
engenharia) ¢ as bolhas de gis normalmente sfo geradas um dispersor
colocado na base da coluna. As bolhas coletam as particulas flotdveis na
secdo da zona liquida, que por essa razfo é chamada de zona de coleta. Hssa
zona € equivalente a zona de recuperagdo em uma célula convencional. As
particulas coletadas sfo transferidas para uma zona de espuma. O papel da
dgua de lavagem no inicio € limpar a espuma das particulas hidrofilicas que
sdo arrastadas pela 4gua que cruzam com as bolhas da zona de coleta. A
zona de espuma também é chamada de zona de clareamento. O uso da agua
de lavagem € uma ferramenta que permite aumentar eficiéncia da operagfo

de flotacdo.
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Figura 3.3 - Diagrama de coluna mostrando as zonas de coleta e de

concentracio.
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O desempenho da flotagdo ¢ influenciada pela interacdo entre as
Zonas de coleta e ou de recuperacdio de lavagem. Com relacdo a
performance € o "froth dropback” ou seja a quantidade material hidrofilico
que entra na zona de espuma e retorna a zona de coleta. A vazdo do rejeito
normalmente ¢ ligeiramente maior do que vazdo da alimentacfo, devido a
agua de lavagem. Uma pequena parte dessa dgua vai para o concentrado
(acompanha a mesma dire¢do do fluxo das particulas flotadas) e o restante
da Agua vai para o rejeito (diregfio contraria ao fluxo das particulas flotadas).
Esse desbalango entre as vazdes volumétricas entre a alimentagfo e o rejeito
¢ chamada de "bias".

Na zona de recuperac¢fo existe um fluxo em coniracorrente de
suspensdo e bolhas de ar geradas no fundo da coluna.

Na coluna nfo ha necessidade de agitacio mecénica por intermédio
de pas para manter as particulas em suspensfo afim de que elas possam
manter o contato com as bolhas de ar. Isso é altamente vantajoso
principalmente quando se trabalha com proteinas e enzimas, pois a agitacdo
mecéanica causada por pas tanto pode desnaturar as proteinas como diminuir
o tamanhos dos precipitados. No entanto, a colisdo enire as particulas e
bolhas € ao mesmo tempo ¢ prejudicial a flotag@o porque essa turbuléncia
faz com que as bothas se livrem das particulas anteriormente absorvidas.

Essas particulas (mesmo sendo hidrofébicas) ao se chocarem com as
bolhas nem sempre sdo absorvidas pelas mesmas, pois essa adsor¢do
depende do angulo de contato entre bolha e particula. Desse modo essas
particulas descem dentro da coluna até que ocorra a sua adsor¢@o junto a
bolha.

O processo de colecfio das particulas pelas bolhas na zona de coleta

pode ocorrer através de dois processos: 1) Colisfo entre particula e bolha
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seguida da adsor¢do dessa a bolha devido a natureza hidrofobica das
particulas; 2) Arraste de particulas que ficam entre as bolhas. Uma
caracteristica muito importante em coluna de flotagdo é que as particulas
ndo hidrofobicas recuperadas pelo arraste podem ser virtualmente
eliminadas da zona de concentragio.

Em células convencionais, entretanto, ap6s as particulas e as bolhas
deixarem a zona de coleta as suas velocidades sdo diminuidas, o que diminui
a probabilidade de colisdo entre elas. Além disso a zona de recuperagio €
capaz de recuperar quase que a totalidade das particulas que sdo separadas
acidentalmente das bolhas na se¢do de lavagem o que nfo ocorre com as
células convencionais. A saida do rejeito nunca € entupida devido as
localizagBes da alimentagdo e da saida ficarem no topo e fundo da coluna,
respectivamente.

Determinadas colunas de flotacfo possuém &gua de lavagem. Essa
dgua fica localizada na se¢8o de clareamento. Em aparethos convencionais
de flotagdo existe uma drenagem do leito de espuma onde as particulas nfo-
flotaveis que foram eliminadas pelas bolhas que subiam sdo drenadas. As
bolhas que chegam a interface do leito espuma-liquido da coluna estdo
cercadas de uma grande quantidade de suspensdo. As particulas nfo-
flotaveis contidas na suspensio junto as bolhas que sobem dentro da camada
de espuma sdo drenadas e retornam a fase liquida. Entretanto, isso faz com
que as bolhas unam-se umas as outras devido a uma aumento da espessura
da paredes entre elas, ao ponto das bolhas funcionarem como um filtro
prendendo entre elas as particulas ndo-flotaveis.

Na coluna de flotagdo, o fluxo da 4dgua de lavagem desce na sec¢éo
de clareamento, varrendo desse modo os rejeitos que seguem as bolhas até a

camada de espuma.
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Além disso, a espessura da camada de liquido entre as bolhas as
previne de qualquer entrelagamento, justamente o oposto do que acontece
no dreno da camada de espumas. Isso evita todo o limo ndo flotdvel de
alcancar o concentrado pela 4dgua de lavagem que desce. Na coluna com
lavagem ndo existe nenhum dreno na camada de espuma, porém a estrutura
é composta de duas se¢Ses devido a injegfo da dgua de lavagem em um
ponto mterno da coluna (Figura 3.4).

A secdo acima do ponto de inje¢@io ¢ justamente a se¢do de espuma
que a caracteriza como uma drenagem convencional da camada de espuma.
Todavia a por¢fo abaixo do ponto de injecdio € uma configuracfio mais livre
de bolhas devido, ao fluxo da dgua de lavagem limitado pela camada de
bolhas. No fundo, certamente na interface entre a suspensdo a zona de
borbulhamento e a camada expandida de bolha; estd localizada a camada
empacotada de bolha (Yanatos et al., 1986).

O posicionamento da agua de lavagem & parcialmente controlado
pela a quantidade de liguido recuperado com as particulas flotadas. Isso ¢
medido pela taxa volumétrica de concentragdo, 1. €., a razdo entre a vazdo
de alimentacdo e do concentrado. Altas taxas de concentracio volumétrica
sdo uma desejéveis nas operag¢les unitdrias de processos de recuperagio ¢
purificagdo e quase que uma obrigagfo no caso da opera¢fo unitaria ser uma
das primeiras etapas num esquema de recuperagéo e purificacdo.

A conseqiiéncia pratica mais importante dessa diferenca fundamental
entre coluna e células mecénicas convencional é o seu alto desempenho de
recuperagdo. Outras vantagens das colunas de flotag@o sobre os aparelhos
convencionais sfo: altas capacidades, facilidade de operagfo, baixo
consumo de energia, menor espaco para instalacdo e menor custo de

operag¢do e manutengdo.
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Figura 3.4 - Estrutura da espuma em uma coluna de flotacfo. (g € a
razdo entre o volume do gds e ¢ volume do gas mais o volume do liquido)

(Yanatos et al., 1986).
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3.6.2. Parametros operacionais e dados de projetos

Os paridmetros operacionais e os dados do projetos s@o muito
importante no desempenho da coluna. Segundo Schubert (1988) esses

parametros séo:

e Altura dacolunal;

s Didmetro da coluna D;

e Razdo altura e diimetro da coluna L/D;

e Posicdo da entrada da alimentacfo;

e Tipo de aerador;

¢ Tamanho das bolhas;

e Velocidade de superficie do ar;

e Velocidade da polpa;

e Porcentagem de volume de sdlido na alimentacdo; ¢

e Velocidade superficial da 4gua de lavagem.

Os cincos primeiros parimetros sdo determinados pelo projeto da

coluna e os demais podem ser ajustado dentro dos limites operacionais



Captiuylo 4 - Materiais e Mdiodos  §1

Capitulo 4

Materiais e Meétodos

Este capitulo estd destinado ao relato dos equipamentos, reagentes,
métodos de andlises de concentragiio e atividade de proteina , métodos de

operacgdes utilizados na precipitacio e flotagdo de proteinas.

4.1 - Matenais
4.1.1 - Proteinas utilizadas

Nos experimentos de precipitagdo as proteinas utilizadas foram
fornecidas pela Sigma (Dt. Louis, MO, Estados Unidos), essas proteinas
sdo: proteinas albumina de soro bovino (BSA) A-7030 lote 24H0174 com
pureza superior a 98 % via gel eletroforese com ponto isoelétrico (pl) igual a
4,9 e massa molecular de aproximadamente 67.000 déltons; hemoglobina
bovina H-2675 lote 64H9310 grau substrato com pl igual a 6,9 e massa
molecular de aproximadamente 68.000 daltons; mioglobina de coracéo de
cavalo com 97% de pureza, massa molecular 18.800 daltons; pepsina de
mucosa de estdmago de porco, com 3.100 Unidades por miligrama e massa
molecular de aproximadamente igual a 39.000 daltons e pI proximo a 1. Nos

experimentos de precipitacfo e flotagcBo foram utilizadas celulases industrial
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com 15% de proteina cedida gentilmente pela Bioquimica do Brasil S.A.

(Biobras), Montes Claros, MQ.

4.1.2 - Polieletrdlitos utilizados

Os polimeros nfo idnicos utilizados nos testes de precipitagio
seguida de flotagdo foram metilcelulose (MC) e hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC) cedida pela Dow Quimica do Brasil, os polieletrélitos anidnicos
acidos poli-acrilicos (PAA) de massa moleculares iguais a 90.000, 450.000
e 1.000.000 de daltons foram adquiridos junto & Polysciences Inc.
(Warrington, PA, Estados Unidos). Como polieletrélito catidnico foi
utilizado o quitossona (C-3646 de grau comercial e massa molecular
estimadas em 900.000 daltons obtido a partir de residuos de crustaceos

adquirida junto & da Sigma.

4.1.3 - Tampdes utilizados

Na dissolucfio de proteinas foram utilizados os seguintes tampdes:
citrato ¢ acetato. Na preparacio desses tampdes foram utilizados citrato de
sodio e acido citrico € no segundo acido acético e acetato de sddio, sendo
ambos de grau analitico e obtido junto a Fischer Scientific (Pittsburgh, PA,

Estados Unidos).

4.2 - Métodos
4.2.1 - Preparacio de solugdes

No preparo das solugdes de proteinas foram utilizadas tampdes

preparados em &guas ultra pura obtida pelo sistema Milli-Q Plus.
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4.2.1.1 - Preparacdo da solugdo estoque de HPMC e MC

Pesou-se em uma balanga analitica Mettler AJ150L 1 g de HPMC e
adicionou-se aos poucos com agitacdo junto a 33 ml de tampfo acetato
quente pH 5,0 em um becker de 250 ml, cuja finalidade foi de hidratar as
moléculas do polimero, apds a sua total dissolugdo, também com agitagio
através de um bast3o de vidro foram adicionados mais um tergo do mesmo
tampdo gelado. Essa solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de
100 ml e completada com o tampo, sendo entdo homogeneizada filtrada a

vacuo e guardada em um frasco na geladeira.

4.2.1.2 - SolugBes de proteinas

Para as solucBes de pepsina, miglobina, hemoglobina, BSA, a
quantidade de proteina desejada era pesada na balanga citada no item
anterior e fazia-se a dissolugéio da proteina no tampéo preestabelecido com
uma agitacdo suave manualmente com um bastdo de vidro para evitar a
desnaturagdo da mesma. No caso da celulase essas solugdes eram
submetidas a uma centrifugacio de 3.000 g durante 5 minutos em uma

centrifuga Hitachi.

4.2.1.3 - Solugdo saturada de sulfato de aménio

Para obter-se solucdo saturada de sulfato de amoénio, adicionou-se
761 g de sulfato de aménio a cada 100 ml de 4gua destilada e deixou-se a
mesma sobre agitacdo de 200 rpm a 25 °C durante 24 horas, efetuo-se o
ajuste de pH com hidréxido de aménio, o aferimento do pH foi feito através

de uma diluigdo de 1 mi da solugdo de sulfato de aménio para 4 ml de agua
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para ndo danificar o eletrodo. Na determinacdo do pH foi usado um

pHmetro Metter Delta 340.

4.2.1.4 - Solugdo de acido dinitrosalicilico (DNS)

A solucfio de DNS foi preparada dissolvendo-se 10,6 g de acido 3,5
dinitrosalicilico em 1416 ml de agua destilada aquecida e apds a dissolugéo
de DNS dissolveu-se 19,8 g de NaOH, 7,6 ml de fenol fundido a 50 °C e 8,3
g de metabissulfito de soédio. Essa solugdo foi submetida a um
borbulhamento de nitrogénio durante 30 minutos e guardada na geladeira em

frasco escuro.

4.2.2 - Determinagio da concentracéo de proteinas

As concentragbes de proteinas foram determinadas através de dois
métodos: espectrofotometria a 280 nm e Bradford (1976) (, 1976). No
primeiro método de determinacfo de concentragdo de proteinas a curva
padrdo foi obtida a partir da diferenga entre as absorbéncias a 280 e 320 nm,
sendo que a absorbéncia a 320 nm foi tomada como linha de base para
diminuir os efeitos negativos da turbidez sobre os valores da absorbancia
(Gehle e Schugerl, 1984). Esse método foi utilizado na quantificacdo
preliminar de proteinas, sendo que o método colorimétrico de Bradford
(1976) fo1 utilizado nos demais ensaios de quantificagdo de proteinas a 595
nm. O espectrofotdmetro usado foi 0 modelo Hitachi Espectrophotometer U-
2000 (Nissei Sangyo Co, Japdo). As curvas de calibragdo foram
determinadas para cada proteina nos testes de precipitagdo com substancias
puras, para os demais experimentos usou-se a albumina de soro bovino

como padréo.
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Na determinac@c de proteinas em uma mistura bindria pepsina -
BSA, determinou-se inicialmente a quantidade de proteina total pelo método
Bradford (1976) e em seguida determinou-se a quantidade de pepsina da sua
atividade especifica, uma vez que no pH estudado a BSA nfo foi hidrolizada

pela pepsina.

4.2.3 - Determinagfo de atividade enzimética

Todas as determinagBes das atividades enzimaticas, foram realizadas
em {riplicatas e acompanhadas dos brancos de enzimas e substratos. Para o
branco da enzima, o substrato foi substituido pelo tampéo usado na reacéo,
enquanto que, para o branco do substrato, a enzima foi substituida pelo

tampdo.

4.2.3.1 - Método de dosagem de atividade de pepsina

A determinagdo da atividade da pepsina foi realizada utilizando a
hemoglobina bovina como substrato a 37 ° C, pH igual a 2,0 segundo o
método de Anson {1939). A atividade da pepsina foi determinada em
triplicatas na solugdo inicial da proteina antes de serem realizados os testes
de precipitago. Apds a precipitagdc da proteina, foram determinadas as
atividades da pepsina no sobrenadante e precipitado. Para a determinagdo da
atividade da pepsina tomou-se uma amostra de 1 ml de solugdo de pepsina
com concentracdo igual a 1 mg/ml e deixou-se incubando por 10 minutos a
37 °C, em seguida adicionou-se 1 ml de hemoglobina bovina e deixou a
mistura incubando em banho termostato 4 37 °C por 10 minutos ¢ por altimo
foi adicionado 2 ml de 4cido tricloroacético com a finalidade de parar a

reacfo de hidrolise entre pepsina (enzima) e a hemoglobina (substrato). A
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suspenséo foi centrifugada a 5.000 g durante 5 minutos e efetuou-se a leitura
da absorbéncia do sobrenadante a 280 nm. Uma unidade de atividade
especifica (U/ml) foi definida como sendo o valor dessa absorbincia a 280

nm apos 10 minutos de reacfo nas condi¢des de teste.

4.2.3.2 - Método de dosagem de atividade da celulase

O método foi usado para a determinagdo de atividade celulolitica foi
método de Dubois et al.(1956), usando papel de filtro whatman # 1 como
substrato de acordo com Mandels (1975). Para cada ensaio foi utilizado 15
discos de papel com didmetro de aproximadamente 5 mm . Foi adicionado
0,5 ml de tampéo acetato 50 mM pH 5,0 os quais foram incubados 4 30 °C
durante 15 minutos. A seguir adicionou-se 0,25 mi da amostra contendo
celulase e deixou-se a mistura reagindo por 150 minutos.

Para determinacfo da atividade contida no precipitado efetucu-se a
dissolu¢do do mesmo em 100 ml de tampfo acetato 50 mM pH 5,0 de modo
que a concentragdo de enzima na amostra fosse menor que 0,15 mg/ml, pois
a concentragdo maiores verificou-se uma diminui¢do na atividade especifica
da mesma.. Canevascini ¢ Gatten (1981) verificaram que na determinacéo de
atividade especifica da celulase é necessario um controle de diluigdo, pois os
autores verificaram que a atividade especifica das celulases € aumentada
com a diluicdo da celulase.

O sobrenadante foi submetido a ultrafiltracio em ultrafiltro Amicon
(PM 10) para retirar os lons sulfato e amdnio, os quais, interferem na
determinacdo de atividade da celulase. A quantidade de a¢ticar redutor
presente na reagfo produzido no ensaio enzimatico foi determinada pela
medida de absorbancia a 540 nm e comparada com a curva padrio de

glicose de acordo com o método do dcido dinitrosalicilico de Miller (1959)
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A temperatura utilizada por Dubois (1956) na determinagio da
atividade da celulase foi de 50 °C no entanto, a presenca de MC ou de
HPMC (um éteres de celulose) aumenta a viscosidade da solugdo com o
aumento da temperatura, dificultando a reagdio do complexo enzimatico da
celulase com a celulose. Com base nessa propriedade desses ésteres foi feito
um controle da temperatura de reacio entre esse complexo enzimético e a
celulose, tendo sido escolhida a temperatura de 30 °C como sendo a melhor
temperatura para a determinacdo de atividade nos experimentos de

precipitaciio de celulase e MC ou HPMC com sulfato de aménio.

4.2 .4 - Precipitag@io de proteinas com polieletrolitos

Os experimentos de precipitagdo de proteinas com polieletrdlitos
foram realizados em tubos de centrifugas com capacidade de 28 ml. O
volume final das solugdes envolvidas nesses testes foram de 15 ml ¢ a
separacdo do precipitado da solucfio foi feita por uma centrifuga modelo
Hitachi, que possibilita uma aceleracdo de até 15.000 g. Essas misturas
foram encubadas durante 60 minutos em agitador reciproco a temperatura
ambiente apo6s a adicdo do polieletrdlite a proteina. As suspensdes foram
centrifugadas a 7.000 g durante 30 minutos.

Os precipitados foram dissolvidos a pH 2,0. Foram entdo recolhidas
amostras dos sobrenadantes e precipitados para determinagdo da quantidade

de proteinas pelo método Bradford (1976) a 595 nm.

4.2.4.1 - Precipitagdo de mioglobina com acido poliacrilico (PAA)

Nos experimentos de precipitacdo de mioglobina com PAA foram

estudadas a influéncia do pH e da dosagem do PAA de massa molecular
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igual a 90.000 daltons na recuperagfo de proteinas. Também foi estudado a
influéncia da massa molecular do PAA na precipitagio da mioglobina. Em
todos os experimentos de precipitagdo com a mioglobina foram utilizados a
mesma concentracdo final dessa proteina como sendo igual a 1| mg/ml.
Inicialmente estudou-se a influéncia do pH na precipitacdo da
mioglobina com PAA de massa molecular igual a 90.000 daltons. Foram
preparadas seis solugdes de miogiobinas com concentragdo de 2 mg/ml em
tampdo acetato 100 mM numa faixa de pH de 3,5 a 5,8 em intervalo de pH
igual a 0,5 com excegdo do Gltimo intervalo de pH que € 0,3. Também foram
preparadas diversas solu¢do de PAA a 0,1 % em acetato 100 mM com as
mesmas solucdes tampdo usada na dissolugdo de mioglobina. Transferiu-se
7,5 ml de cada solugdo de mioglobina nos diversos pH para os tubos de
centrifugas e em seguida adicionou-se igual volume da solucdo de PAA em
seus respectivos pH. A dosagem {(mg de PAA por mg de mioglobina) nesses
experimentos foi igual a 0,2. Em seguida estou-se a influéncia da dosagem (
de 0,02 a 0,4 mg de PAA por mg de mioglobina) e pH utilizando o PAA de

massa moleculares iguais a 90, 450 e 1.000 kDa.

4.2.4.2 - Recuperagdo de albumina de soro bovino (BSA) com quitosona

As precipitagdes com quitosona foram realizadas de modo idéntico
as com PAA. As solugdes de BSA com concentracdo de | mg/ml foram
preparadas pela dissolugdo da proteina liofilizada na solucdo de tampdo
acetato 100 mM e no pH determinado. A quitosona foi dissolvide em
solugdes a 2% de acido acético antes de ser adicionado & solug¢do tampdo
acetato, obtendo-se solugSes-estoque com concentragdo de 1 mg/ml. As
variaveis estudadas foram pH e dosagem em mg de quitosona por g de BSA.

No estudo da influéncia do pH, foram realizados ensaios com dosagens de
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300 mg de quitosona por grama de BSA numa faixa de pH de 5,3 2 6,3 e no
estudo da influéncia da dosagem, utilizou-se a faixa de dosagem ¢ 10 a 500

mg de quitosona por grama de BSA a um pH de 5,9.

4.2.4.3 - Precipitac@o de pepsina com quitosona

Precipitagdes de pepsina com quitosona foram realizadas em
bateladas de 15 ml em tubos de centrifugas & temperatura ambiente. Foram
estudados trés valores de pH (3,4; 4,2 e 5,0) e dosagens de quitosona (razéo
entre massa de quitosona e massa de proteinas iguais a 0,02 a uma
concentragdo fixa de proteina 0,667 mg/ml). Os valores limites da faixa de
pH estudados foram estabelecidos pelos valores de pH maximo e minimo
obtidos quando se combinava quitosona requeridos para a dosagem de 1,0
com o volume necessario de diluente nos seus pH(s) maximo e minimo.
Esses diluentes foram acetato de sédio 50 mM (pH 7,4) e acido acético 50
mM ( pH 3,2), respectivamente, uma vez que se trabafhou com tampio
acetato 50 mM.

O protocolo experimental era o de se pesar em um tubo de centrifuga
a quantidade necessaria de uma solugdo de quitosona a 1% (dissolvido em
acido acético 2%v/v) para | mg de pepsina suina (10 mg/ml em tampo
acetato de sodio pH 5,0). A esta porcdo de quitosona adicionava-se diluente
até completar 14 ml, homogeneizava-se e finalmente 1 mi da solugdo de
pepsina de 10 mg/ml era adicionada provocando a precipita¢do do complexo
pepsina-quitosona. Apés envelhecimento de 30 minutos & 25 °C a suspenséo
foi centrifugada a 7.000g por 20 minutos sendo entdo separado o precipitado

do sobrenadante. Foram efetuadas as medidas de concentracdo e atividade
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da pepsina tanto no precipitado come na solugdo sobrenadante e também na
soluc@o inicial.

A atividade proteolitica da pepsina nas diversas fragdes foi
determinada pelo método de Anson como descrito no item 4.2.2. De posse
dos dados de concentracdc de proteinas e atividade enzimatica, foram

elaborados os balancos de massa e atividade.

4.2.4.4 - Precipitag@o seletiva de pepsina com quitosona em uma mistura

bindria pepsina e BSA

A precipitacfio seletiva de pepsina com quitosona em uma mistura
bindria {pepsina e BSA) foi realizada em bateladas de 15 ml em tubos de
centrifugas a temperatura ambiente ¢ tampdo acetato 50 mM pH 3,0. Foram
estudadas cinco de dosagem 0,03; 0.08; 0,13; 0,2; e 0,3 (mg quitosona por
miligrama de Pepsina) e quatro de razdes protéicas 0,0 (pepsina pura); 0.5;
1,0 € 2.0 (mg de BSA por miligrama de Pepsina) correspondendo a um total
de 20 experimentos.

O protocolo experimental era o de pesar em tubos de centrifugas a
quantidade necesséaria de uma solugfio de guitossona a 1% (dissolvido em
dcido acético 2% v/v). Em seguida adicionava-se tampdo e volumes de
solucdes de BSA e pepsina ambas com concentragdes iguais a 10 mg/ml. A
seqiiéncia dos restantes dos experimentos foi realizada como no item
anterior. Com a finalidade de se estudar o fator de separagdo, determinou-se
as concentragdes de BSA e pepsina assim come a atividade especifica da
pepsina, tanto no precipitado como no sobrenadante.

Foram realizados controles para verificar se a pepsina hidrolizava a
BSA e se ela sofria autohidrélise, tendo sido constatado que em nenhum

caso houve hidrdlise, o que tornou possivel determinar as quantidades
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protéicas de BSA e pepsina. Para isso, determinou-se primeiro a atividade
da pepsina e a massa protéica global tanto no sobrenadante como no
precipitado. A massa de pepsina foi determinada com base na de atividade
de pepsina, e a massa de BSA pela diferenga entre a massa protéica global

(soma da massa de proteina da pepsina ¢ BSA) e a massa de pepsina.

4.2.5 - Precipitacdo de Celulase

Com o objetivo de otimizar a precipitagdo da celulase e HPMC com
sulfato de amonio estudou-se seis varidveis, sendo que as varidveis razdo
massica (mg de HPMC por miligrama de celulase) e saturagfo de sulfato de
amdnio foram realizadas em bateladas de 15 ml de solucdo em tubos de
centrifugas de 28 ml de capacidade volumétrica a temperatura de 25 °C e
envelhecimento de 1 hora. Para as demais varidveis (temperatura de
encubacfo, envelhecimento, adicdo de sal e agitagdo do shaker) foram
realizadas em batelada de 20 ml Emerlenmeyer de 50 ml, usando um shaker
termostatizado para controlar agitaciio e temperatura de encubagfo.

Foram efetuadas experimentos de precipitagio de celulase com
HPMC variando-se a razio massica e a porcentagem de saturagdo de sulfato
de amoénio. Em uma primeira batelada foram realizados cinco valores de
razfo massica (0,2; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0) a uma saturacio de suifato de amdnio
de 40 % e oito valores de saturagiio de sulfato de amdnio a uma razdo
méssica igual a 1. Todos experimentos foram realizados em triplicatas.

Foi efetuado um planejamento estatistico experimental com
finalidade de otimizar o processo de precipitacfo, e nesse caso as varidveis
testadas foram as seguintes: temperatura, envelhecimento do precipitado,
vazdo de adicfio da solugdo de sulfato de amdnio 80 % saturada (pois esses

experimentos foram todos a 40% de saturacfio e os volumes das solugdes de
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suifato de amodnio e da solugfio contendo proteina e éster sdo iguais) e a
agita¢do do shaker em vérios niveis como mostra a Tabela 4.1.

Em todos os ensaios foram mantidos constantes as seguintes
condicdes:

Saturacfio de sulfato de amdnio no meio igual a 40 %

Razfo massica igual a 1 mg de HPMC/mg de celulase

Concentragdo de celulase igual a 0,5 mg/ml.

pH da solucdo igual a 5,0,

Segundo o planejamento estatistico fatorial 2*, foram efetuados
inicialmente 16 ensaios todos em duplicatas para o estudo de regressdo
linear e em seguida mais 13 ensaios todos em duplicatas, sendo que cinco

destes ensaios foram no ponto central como pode ser visto na tabela 4.2.

4.2.5.1 - Experimentos preliminares de precipitagdo de celulase e HPMC

com sulfato de aménio

Segundo o protocolo, pesou-se em tubos de centrifuga as quantidades de
1,50; 3,75; 7,50; 15,00 37,50 mg de uma solucdo de HPMC a 1%
correspondente as razdes massicas 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0 mg de HPMC por
mg de celulase respectivamente. A cada tubo foram adicionadas quantidades
diferentes tampfo acetato 50 mM pH 5,0 para que em cada tubo tivesse 6,00
ml de solugdo. A mistura foi homogeneizada em um shaker com uma
agitacdo de 150 rpm & 25 °C e em seguida foi adicionado 1,5 ml de solugéo
estoque de celulase com uma concentracdo de 5 mg/ml onde a mistura foi
mais uma vez homogeneizada nas mesmas condi¢les anterior, entdo foram

adicionadas em cada tubo 7,5 ml de solugdo de sulfato de aménio com 80 %
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Tabela 4.1 Varidveis e niveis estudados

Varidveis Niveis

-2 -1 0 1 2
X; - Temperatura (°C) 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0
X, - Envelhecimento (h) 1,0 6,0 11,0 16,0 21,0

X3 - Adicdo de sal ( ml/min)* 0,2 7,5 15,1 22,6 30,0
X4 - Agitacdo do shaker (RPM ) 75,0 120,0 165,0 210,0 255,0

* Solugdo de sulfato de amoénio a 80 % de saturacdo

Tabela 4.2 - Niveis das varidveis no planejamento estatistico

N° do ensaio Varidveis

X4 X7 X5 X,
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 I 1 -1 1
13 -1 -1 1 |
14 1 -1 1 1
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Tabela 4.2 - Continuacéo

Fator

N® do ensaio

X4

X3

16

18
19

21

22
23

24

25

26
27

o}

28

29

— s -~ — - — - — - - nan . . - - -
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de saturacdo & pH 5,0 pois o volume final da solugfo em cada teste é de 15
ml e que a condi¢do de saturacio de sulfato de ambdnio em cada teste ¢ de 40
%.

A mistura foi deixada envelhecendo no shaker com uma pequena
agitac@io de 100 rpm a 25 °C durante 30 minutos. O precipitado foi separado
do sobrenadante por centrifugacdo a 13.000 g a 25 °C durante 20 minutos.

O precipitado foi dissolvido em 15 ml de tampéo acetato 50 mM. A
atividade da celulase foi determinada pela quantificacdo dos agucares
redutores totais (ART) com écido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) e a massa
protéica pelo método Bradford (1976). Na determinagdo de atividade em
cada teste foi usada uma solugdo controle (amostra da solugdo de celulase
diluida para 0,1 mg de celulase por ml de solucgdo) e cada amostra analisada
tanto do sobrenadante quanto do precipitado foi diluida de modo que a
solucio apresentasse um valor de absorbincia menor do que a solucfio
controle.

De posse dos dados de volumes de fracBes, concentragdo de
proteina e atividade enzimdtica, foram elaborados os balangos de massa e

atividades.

4.2.5.2 - Otimizagdo da precipitagdo de celulase com HPMC

Foram preparadas solugdes estoques de HPMC conforme manual da
Dow ¢ celulase em tamp8o acetato 50 mM pH 5,0 ambas a 10 mg/ml. A
solucdo de celulase foi centrifugada a 5.000 g durante 10 minutos para
retirar algumas impurezas insoliveis.

Misturou-se 25 mi da solugdo enzimdtica a 2 mg/ml com igual
volume de solucdo de HPMC também a 2 mg/m! ¢ deixou a mesma

homogeneizando no shaker a temperatura determinada sobre agitagdo de
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120 rpm durante uma hora. Em seguida transferiu-se 10 ml dessa solucio
para um frasco Erlenmeyer de 50 ml, e por Gltimo 10 ml de solucdo de
sulfato de amonio 80% saturado foi adicionada por intermédic de uma
bomba dosadora conforme vazdo estabelecida para o ensaio. O precipitado
formado foi envelhecido com agitagfio e temperatura preestabelecida para o
experimento. Logo ap6s o envelhecimento o precipitado foi separado do
sobrenadante por centrifugacio a 14.000 g durante 20 minutos e dissolvido
em 20 ml de tamp#o acetato 50 mM pH 5,0 em banho de gelo (pois a
solubilidade dos precipitados de proteinas com a HPMC ou MC aumenta
com a diminui¢do de temperatura) com agitac@o magnética lenta. Uma vez
dissolvido o precipitado, retirou-se uma aliquota de 5 ml e diluiu-se 2,5
vezes para determinagdo da massa de proteina pelo método Bradford (1976)
¢ uma outra aliquota foi diluida 5 vezes para determinacio de atividade

celulasica.

4.2.6 - Ensaios de flotabilidade dos precipitados de proteinas

Foram realizados testes de flotabilidade dos flocos formados nas
precipitagbes de proteinas dos sistemas mioglobina e PAA, BSA e
quitosona, pepsina e quitosona, celulase e HPMC com sulfato de aménio.
Para verificacdo da flotabilidade dos precipitados preparou-se 50 ml de
suspensdo com esses sistemas. Para a precipitagdo de mioglobina com PAA
utilizou-se as seguintes condigdes dosagem igual a 0,3 g de PAA por g de
mioglobina, massa molecular do PAA igual a 90.000 daltons a pH 5,0; BSA
com quitosona foram utilizadas uma dosagem de 0,1 g de quitosona por g de
BSA a pH 5,9; No caso da precipitagdo de pepsina foi utilizada uma
dosagem de 0,15 g de quitosona por g de pepsina a pH 5,0. Na precipitacéo

da celulase utilizou-se 0 HPMC como co-precipitante e o sulfato de amdnio
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como precipitanie nas seguintes condi¢des razdo massica igual a 1 g de
HPMC por g de celulase concentracio de celulase igual a 0,5 mg/ml,
porcentagem de saturacdo de sulfato de amoénio igual a 40 % e pH 5,0.

Utilizou-se Erlenmeyer de 100 ml para promover a precipitagdo de
proteina e o tempo de envelhecimento dos precipitados foi de 1 hora.

Apds envelhecimento, colocou-se os 50 ml da suspensio de um
determinado sistema em wuma minicoluna (adaptada de uma célula de
Hallimound) de flotagcdo com capacidade volumétrica de 70 ml (Figura 4.1)
e injetou-se nitrogénio na parte inferior da coluna, que sua vez possui uma
placa porosa para formar pequenas bolhas de ar.

Na parte superior da coluna adaptou-se um siffio formado por um
pequeno tubo de silicone de tamanho 18 e na outra extremidade colocou-se
um becker de 250 ml para coletar o concentrado, o rejeito permaneceu na
coluna. A vazfo do gas (10 ml/min) foi controlada manualmente através de

uma valvula.

4.2.7 - Flotacfo continua do precipitado complexo Celulase-HPMC

O equipamento utilizado na flotacdo de precipitado de proteinas foi
uma coluna continua feita de vidro pyrex. O dispersor de gés consiste de um
cilindro feito de vidro sinterizado com poros de 40 a 60 um, didmetro de 1
cm e comprimento de 2 cm fixado na extremidade inferior da coluna
conforme esquema mostrado na Figura 4.2. O enlarguecimento no topo da
coluna ¢ devido ao actmulo de particula na superficie interna da coluna
(Oliveira, 1990). O enlarguecimento no fundo € para compensar a redugdo
da darca devido a presenga do distribuidor de gads e evitar o

congestionamento das bolhas nessa secéo.
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Figura 4.1 - Minicoluna de flotagfo utilizada nos testes de flotabilidade
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Figura 4.2 - Esquema bdasico da coluna utilizada nos experimentos de

flotacdo. Medidas em milimetros.
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A parte externa em forma xicara situada no topo da coluna coleta a
espuma que transborda no topo (fragfio do concentrado). A linha de
alimentacgdo consistiu de um tubo de vidro imerso na suspensdo, de uma
mangueira de silicone Masterflex tamanho 13. O controle da alimentacéo foi
efetuado por uma bomba peristatica Masterflex Digi-Staltic modelo 7522-
10.

O controle da vazdo do residuo da flotagdo foi feito através de um
sifio moével, utilizando-se uma mangueira de silicone de mesma dimenséo da
mangueira da alimentagfio. Uma extremidade da mangueira foi conectada no
fundo da coluna e a outra em um tubo de vidro em forma de U. Esse tubo de
vidro colocado na extremidade da mangueira tem como finalidade controlas
a vazio do rejeito e da altura da zona de recuperacio.

Um funil posicionado abaixo desse tubo de vidro ajudou a coletar o
rejeito em uma proveta graduada de 2 litros. A linha de gis foi constituida
de uma mangueira de silicone tamanho 16 conectando o reservatério de gds
ao dispersor de gas colocado na extremidade da coluna. O gas utilizado foi
nitrogénio pressurizado contido em um cilindro ¢ a vazdo foi controlada
manualmente com o uso de uma vélvula. Um transdutor Cole-Parmer
Instrument Co. foi utilizado para fornecer uma leitura entre 0 ¢ 20.000
(unidade arbitraria) previamente calibrada com a vazfo do gas. Antes de ser
introduzido na coluna o gas foi previamente borbuthado em 4gua contida no
saturador, cuja finalidade foi umidificar o gés.

Os experimento continuos foram imiciados com um fluxo de gas (20
ml/min) e a suspensfo foi bombeada a uma vazdo de 8§ ml/min para coluna
que inicialmente continha 100 ml de tampfo. A altura do tubo do siffo que
controlava a vazdo do rejeito era diminuida lentamente até que a interface

suspensdo-espuma alcangava o nivel desejavel. Depois que a vazdio do gés e
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o nivel da interface atingia os valores desejados a coluna era operada em
regime de pré-corrida por um tempo equivalente ac bombeamento da
solugdo de alimentacio pelo menos trés vezes o volume da zona de
recuperagdo. Durante a pré-corrida o rejeito e o concentrado foram
descartados. A partir desse ponto foi cronometrado o tempo da corrida e
foram coletados o rejeito e o concentrado. O concentrado foi coletado em
um becker com tampéo acetato para dissolugdo das particulas de HPMC e o
rejeito foi coletado em uma proveta de 500 ml. Foram determinadas as
atividades da celulase no sobrenadante e precipitado na suspensdo,
concentrado e rejeito.

A coluna de flotagdo continua esquematizada na figura 4.2 foi
utilizada para a recuperacio de precipitados formados pela precipitacfo
“salting-out” de celulases-HPMC como alternativa ao uso de operagdes
como filtragdo ou centrifugacdo.

A Coluna foi alimentada por uma suspensdo formada pelo complexo
acima, esse complexo foi mantido homogeneizado lentamente para nfo
quebrar os fléculos no reservatério de alimentacfo, enquanto o nitrogénio
era borbulhado na base da coluna. As bolhas arrastam parte das particulas,
obtendo-se um concentrado no topo e um residuo no fundo da coluna.

As vazbes de alimentacfo e nitrogénio utilizadas foram de 8 e 20
ml/min, respectivamente, a temperatura ambiente de 25 °C. Foram efetuadas
medidas dos volumes totais de alimentacfo, concentrados e residuos obtidos
durante a corrida experimental de 150 minutos, bem como as concentracdes
de proteinas e atividade da celulase em cada uma das correntes de entrada e
saida. A concentracfio de proteina foi determinada pelo método de Bradford

(1976) e a atividade pelo método de Dubois (1956).
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Capitulo: 5

Resultados e Discussio

5.1. - precipitagiio de mioglobina com écido poliacrilico (PAA)

A precipitacdo de proteina com polieletrdlito ¢ muito eficiente e
requer pequenas dosagens para se obter altas recuperacdes. As Figuras 5.1,
5.2 e 5.3 mostram os resultados obtidos na precipitagdo da mioglobina de
com &cido poliacrilico. O PAA ¢ um polimero anidnico e a sua interagfo
com a mioglobina € eletrostatica. A Figura 5.1, que mostra uma recuperagéo
méaxima de 98 % numa faixa de pH entre 3,5 e 5,0. Isso pode ser explicado
pelo fato do precipitado esta numa faixa de pH abaixo do ponto isoelétrico
da mioglobina cujo valor € 6,8 (Righetti et al,, 1976) ¢ o PAA apresentar um
pKa 4cido. Essa recuperagdo mdxima nessa faixa de pH pode ser explicada
através dos valores do pl e pKa da proteina e do polieletrdlito,
respectivamente. A valores de pH um pouco abaixo do pl da mioglobina a
sua carga liquida positiva € quase nula e a valores muito baixo apesar da
carga liquida positiva da mioglobina ser alta 0 PAA apresenta um grau de
ionizacdo muito baixo, conforme Nagasawa et al. (1965), cujos valores sfo
0,1; 0,2; 0,5; e 0,8 para os pHs 3, 4, 5 e 6 respectivamente. Deste modo, a
mioglobina ¢ o PAA apresentam uma interacfo eletrostatica méxima na

faixa de pH discutida acima, e como conseqiiéncia uma melhor recuperagdo.
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Figura 5.1 - Recuperagéo de mioglobina com PAA de massa molecular de
G0 kDa em tamp#o acetatc 100 mM em fungfo do pH. A dosagem de 0,2
mg de PAA por miligrama de mioglobina.
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A recuperagdo de mioglobina com PAA de massa molecular igual a
90 kDa mostrou 0 mesmo comportamento com relagfo a dosagem (mg de
PAA por miligrama de mioglobina) para os valores de pH 3,6 e 4,5 como
mostrado na Figura 5.2. Essa faixa de pH foi escolhida para estudar o
comportamento da recuperagfo da mioglobina em funco da dosagem ja que
com a dosagem de 0,2 mg de PAA por miligrama de mioglobina ndo
praticamente nenhuma influéncia do pH ¢ que em ambos os casos foi
possivel uma recuperacdo de até 98 porcento de proteina. Este
comportamento pode ser explicado pela alta densidade de carga desse
polieletréiito a pH acido como visto no capitulo 2.

A Figura 5.3 mostra o efeito da dosagem e da massa molecular do
acido poliacrilico na precipitagdio de mioglobina com PAA. Foram utilizados
nos experimentos solucdes de PAA com trés massas moleculares (90 kDa,
450 kDa e 1.000 kDa) diferentes, verificando-se que valores o6timos de
massa molecular estdo na faixa de 90 kDa a 450 kDa, com recuperacdes de
proteina da ordem de 98 %, no entanto nfo existe uma relacio absoluta do
comportamento da massa molecular do polimero em relacfo a recuperacéo
de proteinas (Sternberg et al., 1974). O valor 6timo para a dosagem situou-

se entre 200 a 300 mg de PAA por grama de mioglobina.

5.2. Recuperagdo de albumina de soro bovino com a quitosona

A quitosona ¢ um polimero catiénico com pKa igual a 6,2, uma
solucdo com pH abaixo desse valor a sua carga liquida € positiva, a
albumina de soro bovino por sua vez, tem pl em torno de 4,9. Nesse
intervalo de pH existe uma interagfo eletrostatica entre as cargas liquidas

negativa da proteina e da carga liquida positiva do polieletrdlito (Figura 1.2).
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pH 4,5).Concentragio de mioglobina igual a 1 mg/ml.
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Figura 5.3 - Recuperagfo de mioglobina através de precipitacdo com PAA
de varias massas moleculares (MM + 90 kDa, & 450 kDa e [J 1.000 kDa)
e diferentes dosagens em tampéo acetato 100 mM pH 5,0. Concentracéo de

mioglobina igual a 1 mg/ml.
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A Figura 5.4 mostra o comportamento da recuperacdo da albumina de soro
bovino (BSA) com a quitosona em fun¢do do pH a uma dosagem de 100 mg
de quitosona por grama de BSA em tampéo acetato 100 mM. O valor 6timo
de pH de recuperacio de BS A mostrado nessa figura foi de 5,9 ou seja, um
valor intermediario entre os valores do pl e do pKa da protelna e da
quitosona, respectivamente.

A Figura 5.5 mostra o efeito da dosagem sobre a recuperagfio do
BSA com quitosona em tamp#o acetato a pH 5,9 e que a dosagem de mais
alta recuperagfio foi de 90 mg da quitosona por grama de BSA. Essas duas
figuras (Figuras 5.4 e 5.5) mostram que & melthor recuperacio foi de 68 % a
um pH de 5,9 e dosagem de 90 mg de quitosona por grama de BSA.
O valor nio muito alto dessa recuperacdo pode ser explicado pelas
proximidades do valores de pl da BSA 4,9 (Righetti et al., 1976) e do pKa
da quitosona respectivamente, havendo portanto baixas densidade de carga
tanto no polimero quanto na proteina. O valor da dosagem otima de 90 mg
de quitosona por grama de BSA pode ser explicado pelo fato quitosona ter
um alto grau de ionizag8o apesar da sua carga liquida positiva ser pequena
nesse valor de pH préximo a 6,2 e que o aumento na dosagem diminui a
interacdo eletrostdtica entre a proteina e o polieletrd. Chen(1994) recuperou
BSA de uma solugdo através de precipitacdo com polieletrélito usando PAA
como precipitante. O pH valor 6timo de recuperaciio foi de 5,9. Isso deveu-
se ao fato da proteina ainda apresentar carga liquida positiva e também do
grau de iomizagdo do PAA ser mais significativo. Precipitacdo entre
proteinas e polieletr6litos também ocorrem em valores de pH onde ambos
apresentam cargas liquidas negativas, e tal fenbmeno & atribuido ao forte
efeito dipolar localizado e de ioniza¢do induzida, o qual modifica o campo

elétrico no sitio de interagdo Snoeren et al. (1975).
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Figura 5.4 - Efeito do pH sobre a recuperagio de BSA com quitosona.
Concentragio de BSA igual a Img/ml; concentracdio de quitosona igual a 0,3
mg/ml. Dosagem igual a 300 mg de quitosona por grama de BSA. Acetato
100 mM.
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Figura 5.5 - Efeito da dosagem sobre a recuperagio do BSA com a

quitosona em pH 5,9. Concentragio da BSA igual a 1 mg/ml.
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5.3. - Precipitagio de pepsina com quitosona

Foram realizados experimentos com uma enzima para a verificagdo
da viabilidade de precipitagdo com polieletrdlitos numa situacdo em que seja
possivel medir a atividade biologica. Foi escolhida a pepsina (uma enzima
membro da familia das proteases 4cidas) como modelo devido ao seu baixo
ponto isoelétrico (pl 1,0), o qual permitiu a utilizagfo de experimentos numa
faixa de pH de 3,0 2 6,0.

Nessa faixa de pH essa proteina apresenta carga liquida negativa e o
quitosona positiva, pois 0 mesmo € um polieletrélito catidnico.

Antes de serem realizados os experimentos de precipitagfo foi feito
um estudo experimental sobre a estabilidade dessa proteina. Nessa etapa
estudou-se a estabilidade dessa proteina como fungo do tempo, temperatura
e do pH jé& que a pepsina digere proteinas em ambiente dcido e que seu pH
6timo de atividade € igual 2 2,0 (Anson, 1939). O objetivo do controle nos
testes de precipitagBes com a quitosona foi verificar se a pepsina softia
autohidrélise. Nesse estudo preliminar (dados nfo apresentados) verificou-
se que a pH 5,0 e temperatura entre 4 ¢ 5 °C ela se mostrou estavel por mais
de 24 horas e que para valores de pH menor que 5 nessa faixa de
temperatura a pepsina também mostrou-se estavel.

Nos testes de precipitagfo de pepsina com quitosona ndo houve
desnaturacdo e nem perda de atividade da proteina. A recuperacfo total de
atividade (atividade recuperada com o precipitado e atividade remanescente
no sobrenadante) foi praticamente de 100% (média de 96 % de recuperagéo
com desvio padrio de 6% para um total de 60 testes computados).

A Figura 5.6 mostra resultados de estudos do efeito da concentracio
molar do tampldo acetato na precipitacdo da pepsina com quitosona. A

recuperacdo aumenta com a concentracdo do tampdo acetato, isso se deve
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A recuperagfo aumenta com a concentracdo do tampdo acetato, isso
se deve ao fato do aumento da forga idnica ter aumentado a iteragdo
eletrostatica entre proteina e polieletrolito. A 25 mM os valores de
recuperagfo de atividade e de proteina coincidem. A 50 e 100 mM existe
uma diferenca entre percentagem de recuperagiio de proteina e atividade de
5 por cento sendo que esses experimentos foram feitos em triplicatas com
um desvio maximo de 2 %. O fato de ndo haver purificacio, é devido a
pepsina utilizada ser de grau analitico.

A Figura 5.7 mostra os efeitos da dosagem e do pH na recuperacio
da atividade do precipitado formado pela precipitacio de pepsina e
quitosona. A Figura 5.8 mostra os mesmos efeitos para a recuperagdo da
proteina. Comparando-se as Figuras 5.7 e 5.8 verifica-se que a curva de
atividade acompanha a curva correspondente de contetido de proteina na
amostra e que a PH 3,4 a menor recuperago de proteina e atividade se deve
a uma menor iteragfo eletrostatica entre a pepsina e a quitosona.

Nesse estudo optou-se pelo tampdo acetato a 50 mM, pois a essa
concentragdio pode-se verificar melhor o comportamento da recuperacfio da
proteina e da atividade em funcfo da dosagem, haja vista que a 100 mM
essa recuperacéo foi proxima de 90%.

O objetivo dos testes nfo foi obter uma precipitagio com um fator
de purificagdo mailor que 1, haja visto que a pepsina utilizada nos teste de
purificagdo ja era purificada e sim o de se verificar as melthores condi¢Ges de
precipitagdo. Os valores 6timos de pH e de dosagens foram os seguintes:

e para pH 3.4 : a dosagem de 0,05 mg de quitosona por miligrama

de pepsina obteve-se 94% de recuperacdo de atividade ¢ 86,5 %

de proteina.
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Figura 5.7 - Recuperagfo de atividade através da precipitacdo de pepsina

suina com quitosona em tamp#o acetato de sodio a 50 mM a diferentes

valores de pH(@ pH 3,4; + pH 4,2 e [0 pH 5,0).
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e Figura 5.8 - Precipitacdo de pepsina suina com quitosona em
tampdo acetado de sodio 50 mM a diferentes valores de pH (@
pH3.4; + pH 4,2 e J pH 5,0).
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e para pH 4,2 : a dosagem de 0,08 mg de quitosona por miligrama
de pepsina obteve-se uma recuperacdo de 95 % da atividade e
88,5 % de proteina.

Para pH 5,0 : a dosagem de 0,11 mg de quitosona por miligrama de
pepsina obteve-se uma recuperagdo de 100 % da atividade e 97,2 % de
proteina.

Essa variacfo inversamente proporcional do pH com a dosagem na
faixa de pH de 3,4 a 5,0 pode ser explicada pelo fato de que proximo ao pl
da pepsina (pl igual a 1,0) uma maior quantidade de proteina ¢ necessario
para neutralizar menores quantidades de quitosona (ja que a sua carga
negativa liquida proximo a esse ponto € pequena).

A medida que se aproxima do pKa do quitosona (pKa igual a 6,2) a
carga negativa liquida da proteina aumenta, mas a carga desse polieletrdlito
diminui.

Na condicfo étima de recuperagdo, ou seja, em dosagens proxima de
0,1 g de quitosona por grama de pepsina e de pH 5,0 a recuperacio de
atividade no precipitado foi praticamente total. A atividade especifica da
pepsina se sitiou em torno de valores de 13 U por miligrama de proteina
para as condigcBes Otimas de precipitacfio. A dosagem de 1 g de quitosona
por grama de pepsina, os valores méximos de recupera¢do sfo bastantes
reduzidos, chegando a 60 % para pH 5,0; 40% para pH 4,2 e praticamente a
zero para pH 3,0.

5.4 - Precipitagdo de pepsina ¢ BSA com quitosona

As Figuras 5.9 e 5.10 mostram os resultados da precipitagdo de

protefna através do uso do quitosona como polieletrélito.
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Figura 5.9. - Recuperagfo de atividade da pepsina no precipitado realizados
nos testes de precipitacdo de uma mistura binaria pepsina-BSA (I razdo
massica igual a 1 mg de BSA por miligrama de pepsina e ® razio maéssica
de 2,0 mg de BSA por miligrama de pepsina) através do uso de quitosona
como agente precipitante em tampio acetato 50 mM pH 5,0 a diferentes

dosagens.
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precipitagfo de mistura binaria pepsina-BSA ([0 Razfo maéssica de 0,5 mg
de BSA por miligrama de pepsina e @ pepsina pura) através do uso de

quitosona em tampdo acetato 50 mM pH 5,0 a diferentes dosagens.
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As melhores recuperacdes de pepsina em uma mistura bindria

(pepsina e albumina de soro bovina) através da quitosona em Tampio
acetato 50 mM a pH 5,0 ocorreram a uma dosagem de 0,13 mg de quitosona
por miligrama de pepsina, onde foram realizados experimentos utilizando
pepsina pura e trés razdes massica (0,5; 1,0 e 2,0 mg de BSA por miligrama
de pepsina). Com pepsina pura e razdo massica igual a 0,5 foram possiveis
recuperarem 100 % de atividade no precipitado. Com razdes méssicas 1 e 2
foram possiveis recuperarem 95 % de atividade no precipitado conforme
mostram as Figuras 5.9 e 5.10.
A escolha de pH 5,0 para a recuperacdo de pepsina na mistura bindria
acima, se deve ao fato de terem sido selecionado trés pHs (3,4; 4,2 e 5,0)
para recuperagdo de pepsina pura com quitosona e que em ambos pHs
houve uma boa recuperagfio, no entanto em se tratando de mistura de
pepsina com outras proteinas a pH menor que 5,0, as proteinas sofrem
hidrolise e essa hidrélise é méaxima se o pH for igual 2,0 ¢ a temperatura
igual a 37 °C que sfo as condi¢des de temperatura e pH onde a pepsina
possui atividade mdxima e onde ela atua normalmente no seu ambiente
natural (estdmagos de mamiferos). Também formam feitos alguns testes
exploratdrios e notou-se que nos pH 3,4 e 4,2 havia uma precipitacio devido
a interacfo eletrostatica entre pepsina (pl 1,0) e BSA (pl 4,9) més logo em
seguida esse precipitado dissolvia-se em fungdo da pepsina digerir proteina
em ambiente bem 4cido.

A pH 5,0 ndo houve precipitagio considerdvel de BSA juntamente
com a pepsina 0 que proporcionou uma boa separacfio da pepsina do BSA,

haja vista que 0 BSA estava muito préximo ao seu ponto isoelétrico.
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A Tabela 5.1 mostra os valores dos fatores de separacio e purificacio
das dosagens (mg de quitosona por miligrama de pepsina) 0,08; 0,13 e 0,2.
A dosagem 0,13 e razfo maéssica igual 2 100 % da atividade € recuperada
no precipitado no entanto o fator de separacfo ¢ de 1l,i11. O methor
resultado de precipitagdo seletiva se deu com uma dosagem de 0,2 e razéo
madssica igual 0,5 cujo recuperacdo de pepsina foi de 72,07 % e o fator de

separacdo foi de 360.

5.5 - Precipitac@o de proteina com sulfato de amdnio e co-precipitantes

Visando a flotacdo de particulas, tentou-se precipitar proteinas (BSA
e pepsina) usando quitosona como co-precipitante e sulfato de amdnio.
Inicialmente foi feito um estudo entre o percentual de quitosona precipitado
em relac@io ao percentual de saturacfo de sulfato de amoénio e observou-se
que com apenas 4 % de saturacio de sulfato de amodnio todo quitosona
precipitava-se como mostra a Figura 5. 11. Dentro dessa faixa de saturacio
ndo houve recupera¢do de proteina no precipitado formado.

Com a finalidade de se recuperar enzima utilizando menos
guantidade de sulfato de ambnio, utilizou-se co-precipitante
hidroxipropilmetil celulose (HPMC) pois a valores superiores a 45% de
satura¢io com sulfato de amonio haveria uma queda brusca de flotabilidade
mesmo até para os precipitados formados com HPMC, haja vista que com
esse valor de saturagdo a flotabilidade do HPMC cai bruscamente (Miranda,
1993). Nesses teste de precipitacio utilizou-se um complexo de celulase de
origem da Trichoderma reesie pois 0 mesmo tem uma pequena afinidade

por éteres de celulose. Esse complexo é composto de varios componentes de
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Tabela 5.1 - Precipitagéo da mistura bindria (pepsina e BSA) com quitosona
apH 5,0.

Dosagem Razio % % Fator Fator
mg quitosona | massica BSA | Pepsina i de de
mg pepsina mg BSA separagdo | purificagdo
mg pepsina
0,5 2,81 i 81,30 28,93 28,93
0,08 1,0 2,671 77,20 28,91 28,91
2,0 2,92 1 78,50 26,89 26,89
0,5 6,20 | 95,00 15,32 15,52
0,13 1,0 7,50 | 98,00 13,07 13,07
2,0 9,00 | 100,00 11,11 11,11
0,5 0,20 | 72,67 | 360,00 360,00
0,20 1,0 10,91 | 82,23 7,54 7,54
2,0 10,13 | 83,49 8,24 8,24
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Figura 5. 11. - Precipitagdo de quitosona com sulfato de amodnio. Fracio
solivel do quitosona que permanece em solugdo. A concentragdo foi
determinada pela quantidade de quitosona que permaneceu em solucfo

medida e comparada com a concentragio original.
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enzima, incluindo endo-B,1-4 glicanase; B,1-4 glican glicohidrolase; B,1-4
glicana celobiohidrolase e $3-glicosidase. Os resultados desses experimentos
foram divididos em duas etapas. Na primeira etapa constam os resultados de
um estudo preliminar onde foram estudadas as variaveis razfo maéssica,
concentragdo de sulfato de amdnio sobre a precipitagfo e mantendo-se o
tempo de envelhecimento, temperatura de incubagfo, concentracdo de
celulase e pH constantes. Na segunda etapa foi efetuado um planejamento
estatistico experimental onde foram estudados as varidveis temperatura de
incubacdo, tempo de envelhecimento, agitacdo do shaker e velocidade da
solucfo de sulfato de amdnio com 80 % de saturacfo; manteve-se constates

as variaveis na primeira etapa.

5.5.1. Resultados dos experimentos preliminares.

A recuperacdo de celulase através da precipitacdo com HPMC e
sulfato de amdnio depende entre outros de dois fatores bastantes conhecidos
em testes de precipitagfo, razdo mdssica e concentragdo de sulfato de
aménio. Os primeiros testes de precipitagdo de celulase e HPMC com
sulfato de amonio foram feitos a uma concentragdo de sulfato de aménio de
20 % da saturacfio, pois a partir dessa concentragdo quase todo HPMC estd
no precipitado (Miranda e Berglund, 1993). Em testes exploratéric de
precipitacdo de celulase sem HPMC observou-se que com essa
concentragio de sulfato de amdnio ndo houve formagfo de precipitado.

A Figura 5.12 mostra que a 40% de saturacio de sulfato de aménio,
razdo massica de 1 mg de HPMC por miligrama de celulase, pH 3,0, tempo
de envelhecimento de 1 hora e concentracio de celulase de 1 mg/ml a

recuperaciio de atividade de celulase por precipitagdo com sulfato de amédnio
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Figura 5.12 - Precipitag@o de celulase e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
com sulfato de amonio 40 % saturado a varias razdes madssicas em tampio

acetato pH 5,0.
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e HPMC ¢ de 50%. A uma razdo massica de 2 mg de HPMC por miligrama
de celulase a recuperagio de atividade é de 60%.

Com a finalidade de se estudar a influéncia da concentracdo de
HPMC na precipitacfio da celulase foram realizados teste de precipitacdo de
celulase e HPMC com sulfato de amdnio com 40% de saturacfo, razio
massica igual a T a pH igual a 5,0.

Com a finalidade de se estudar a influéncia da concentrago de
sulfato de aménio e do HPMC na recuperagiio da atividade da celulase,
usou-se a raz@o madssica igual a 1, pois esse valor foi possivel observar
melhor o comportamento da influéncia da concentragdo do sal.

A Figura 5.13 mostra que com 40% de saturacdo de sulfato de
amonio a presenca de HPMC em uma solugdo de celulase a pH igual a 5,0
faz com que a recuperacdo de celulase no precipitado passe de
aproximadamente zero para 55% e que para recuperar essa mesma
quantidade de celulase por precipitagio de HPMC € necesséario cerca de
55% de saturacdo de sulfato de amonio. Esse aumento na recuperacdo da
celulase no precipitado é devido, possivelmente, a uma afinidade da proteina
pelo polimero e interagdo hidrofobica entre celulase e o HPMC. A Figura
5.13 também mostra que com 60 % de saturagfo a influéncia desse éter de
celulose é menor do que a uma saturagdo de 70%.

A Figura 5.14 mostra que o comportamento da recuperagdo da
proteina é semelhante ao da recuperac@io da atividade, no entanto, os valores
de recuperacdo de proteinas superiores aos da atividades pode ser devido a
impureza que precipitam juntamente com a celulase causando um aumento
na absorbancia haja vista que o método Bradford determina a quantidade

total de proteina. Com base nesses resultados resolveu-se entdo escolher a
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razdo massica igual a 1 mg de HPMC por miligrama de celulase e
concentragdo de sulfato de amonio com 40% de saturacdio como pardmetros
fixos para a otimiza¢#io dos testes de precipitacdo da celulase.

A Figura 5.14 também mostra que os valores de recuperacdo de
proteina ¢ atividade enzimatica a 20 e 30 % de saturagdo sfo bastante
diferentes dos demais valores, isso ocorre devido a seqliéncia de
precipita¢do das proteinas no complexo celuldsico ou sgja as proteinas que
precipitam primeiro t€m menor atividade do que as que precipitam por

ultimo.

5.5.2 - Anélise dos resultados do planejamento estatistico experimental

O planejamento estatistico experimental utilizado neste estudo foi o
planejamento fatorial 2. As varidveis usadas foram temperatura de
incubacdo, tempo de envelhecimento, agitacio e velocidade de adicfo da
solucdo de sulfato de amonio com 80% de saturagfo. Essas variaveis foram
escolhidas em fung@o da sua influéncia em alguns trabalhos de precipitagdo,
como por exemplo, precipitagdo com polieletrdlito (Berg, 1992) e tendo
como respostas as recuperacdes de atividade e de proteina nos precipitados.
Como foram efetuados uma andlise baseada em regressdo linear foram
utilizados cincos niveis a seguir -2, -1, 0 +1, e +2, sendo que o valor
absoluto dos dois niveis extremos foi calculado a partir da raiz quadrada do
numero de varidveis. Cada intervalo da variavel foi calculado a partir dos
valores médios das varidveis entre os niveis -1 e +1, sendo que o intervalo
entre o ponto centra ¢ o nivel -1 foi utilizados para dois nives consecutivos.
O intervalo de temperatura ¢ justificado pela instabilidade térmica da

proteina e pela solubilidade do HPMC, o intervalo da agitacdo do sheker
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pela quebra dos flocos formados, o intervalo de adi¢o de sal pela
capacidade da bomba doadora que permitia uma adigio de até de 30 ml/min.

Foram efetuados também cinco ensaios no ponto central e mais oitos
ensaios utilizando o planejamento estrela. Os 16 ensaios do planejamento
fatorial mais os 8 do planejamento estrela foram efetuados em triplicatas.
Utilizou-se 0o modelo matematico da regressdio quadratica para analisar as

respostas.

5.5.2.1. Massa protéica

As Tabelas 5.2 e 5.4 mostram as médias da triplicatas dos resultados
da recuperac@o de massa protéica e atividade enzimdtica nos ensaios de
precipitagdo de celulase com HPMC e sulfato de aménio segundo o
planejamento estatistico. As Tabela 5.3 ¢ 5.5 mostram os dados referente a
analise estatistica. Os resultados de percentagens de recuperacdo estimada,
residuos e de andlise estatistica foram obtidos pelo programa modereg. Os
resultados do planejamento estatistico experimental foram analisado pelo
programa statistic, cujos valores dos fatores, regressio linear e erro padrdo
sdo dados na Tabela 5.6.

Os dados estatisticos referente a proteina mostrado na Tabela 5.3
apresentou uma porcentagem de varidncia explicada de 82,55 e o teste F
(definido como sendo a razfo entre a média quadratica de regressfo ¢ a
média quadratica do residuo) igual a 4,73 enquanto que os dados referentes
a atividade no precipitado mostrado na Tabela 5.5 apresentou apenas uma

porcentagem de varidvel explicada de 55,477 e um fator F igual a 1,25.
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Tabela 5.2 - Resultados da modelagem de precipitacdo celulase (varidvel de

resposta: porcentagem de recuperagfio da proteina total).

Ensaio Recuperacdo Recuperacio Residuo
observada (%) prevista (%)
1 54,36 54,20 0,93
2 56,98 56,56 0,42
3 60,33 62,90 -2,57
4 64,57 61,56 3,01
5 55,85 56,76 -0,91
6 58,08 59,87 -1,78
7 60,05 61,73 -1,68
8 60,72 61,14 -0,42
9 49,24 49,84 -0,60
10 57,43 56,76 0,67
11 53,52 52,74 0,77
12 55,86 55,97 -0,11
13 52,27 56,28 -4,02
14 65,50 63,95 1,55
15 54,03 55,47 -1,44
16 58,34 59,44 -1,10
17 56,82 56,34 0,48
18 56,14 56,34 -0,20
19 56,71 56,34 0,36
20 55,98 56,34 -0,36
21 56,07 56,34 -0,27
22 55,26 51,10 4,16
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Tabela 5.2 - continuacio

Ensaio Recuperagio Recuperacgio Residuo
observada (%)* prevista (%)*
23 55,31 57,43 -2,12
24 57,79 56,51 1,28
25 61,45 60,69 0,75
26 59,22 61,08 -1,86
27 70,99 67,10 3,89
28 58,28 57,37 0,91
29 52,42 51,30 1,12

* Porcentagem do total inicial.

Tabela 5.3 - Analise da varidncia dos teste de precipitacfio (varidvel de

resposta: proteina total).

Fonte de Soma Graus de Média teste
variacao quadratica liberdade quadratica F
Regressio 431,99 14 30,86 4,73
Residuos 91,30 14 6,52

Falta de ajuste 90,69 10 9,06

Erro puro 0,61 4 0,15 59,50
Total 523,30 28

Porcentagem de varidncia explicada = 82,55

Porcentagem méxima de varifncia explicavel = 99,88
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Tabela 5.4 - Resultados da modelagem de precipitagio de celulase (varidvel

de resposta: porcentagem de recuperacio da atividade total).

Ensaio Recuperagdo Recuperagio Residuo
observada* prevista®
1 58,85 59,51 -0,66
2 54,83 61,10 -6,28
3 74,89 76,48 -1,59
4 75,73 73,08 2,65
5 62,53 61,45 1,08
6 55,92 63,03 -7,11
7 66,58 71,635 -5,05
8 68,00 68,22 -0,22
9 53,79 58,66 -4,87
10 67,48 64,72 2,76
11 69,35 64,53 4,82
12 59,41 65,59 -6,17
13 63,11 68,05 -4.94
14 70,58 74,09 -3,51
15 68,31 67,13 1,18
16 66,55 68,18 -1,63
17 64,64 68,19 -3,55
18 70,35 68,19 2,16
19 71,06 68,19 2,87
20 65,84 68,19 -2,35
21 69,04 68,19 0,86
22 63,5000

62,1746 1,32542
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Tabela 5.4 - Continuagio

Ensaio Recuperagdo Recuperacio Residuo
observada® prevista®
23 70,88 64,82 6,06
24 72,48 64,40 8,07
25 74,77 75,46 -0,69
26 68,21 67,23 0,97
27 78,18 71,77 6,41
28 68,79 63,89 4,90
29 65,48 62,99 2,49

* Porcentagem do total inicial.

Tabela 5.5 - Analise da varidncia dos teste de precipitaclio (varidvel de

resposta: atividade total).

Fonte de Soma Graus de Média teste
varia¢fo quadratica liberdade quadratica F
Regressdo 583,95 14 41,71 1,24
Residuos 486,05 14 33,47

Falta de ajuste 436,90 10 43,69

Erro puro 31,74 4 7,94 5,50
Total 1052,60 28

Porcentagem de varidncia explicada = 55,48

Porcentagem maxima de varifncia explicdvel = 96,98
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Tabela 5.6 - Coeficientes de regressio e desvios padrdo da recuperagéo de

celulase.
Fatores Coeficiente de Erro
regresséo padrio
Média/interacéio 56,34%* 1,14%
(LF 1 (L) 1,58% 0,52*
FE1  (Q -0,52 0,50
(2)F 2 (L) 1,05 0,52
F2 Q) 0,56 0,50
3HF 3 (L) 1,50%* 0,52%
F 3 (Q) 1,94%* 0,50*
(4)F 4 (L) -1,51% 0,52%
F 4 Q) -0,50 0,50
1L com 2L -0,92 0,64
11. com 3L 0,19 0,64
1L, com 4L 1,14 0,64
2L com 3L -0,93 0,64
2L com 4L -1,45 0,64
3L com 4L 0,97 0,64

* Valores mais significativos,
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Com bases nos dados das Tabelas 5.3 e 5.5 efetuou-se a otimizac&o
da precipitacio da celulase pelos dados referente a recuperagdo das
proteinas nos precipitados referente a Tabela 5.3, pois os valore de
porcentagem de varidncia dos dados de atividade nos precipitados ¢ baixo,

isso implica em resultados experimentais muito diferentes dos estimados.

5.5.2.2 - Otimizagfo de recuperagfio de atividade e massa protéica

Os experimentos feitos para a obtencdo da otimizacio da
precipitacio da celulase visando a sua separacfo da solugfio através de
flotagdo foram feito em triplicatas com exce¢io do ponto central que foi
realizado em quintuplicata. |

A otimizacdo do processo de recuperacdo de atividade e massa
protéica da celulase nos testes de precipitagio com HPMC e sulfato de
aménio foi realizada através das andlises das Figuras 5.15 a 5.18. e da
superficie de resposta mostrada na Figura 5.19.

As Figuras de 5.15 a 5.18 mostram as tendéncias das varidveis com
relago ao ponto central ¢ a Figura 5.19 mostra a tendéncia de recuperagéo
na superficie de resposta.

A Figura 5.15 mostra que a recuperagio de atividade ¢ influenciada
positivamente com o aumento de temperatura; o envelhecimento mostrado
na Figura 5.16 mostra uma menor recuperagdo de proteina e atividade no
ponto central; j& no caso da adig@o de sal, quanto maior a vazdo da solugdo
de sulfato de am6nio melhor € a recuperagdo de atividade como pode ser
visto na Figura 5.17.

A Figura 5.18 indica que o aumento de agitacdo na faixa estudada

diminui tanto a recuperacfo de atividade como da proteina.
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Figura 5.15 - Influéncia da temperatura na recuperacfo da atividade (@) e
proteina (L) no precipitado na proximidade do ponto central. Vazdo da
adicdo de solucdo de sulfato de amoénio 80 % de saturagdo igual a 15,1
ml/minuto; freqiiéncia de agitacfo do shaker igual a 165 rpm e tempo de

envelhecimento de 11 horas.
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Figura 5.16 - Influéncia do envelhecimento na recuperago da atividade (@)
e proteina (0) no precipitado na proximidade do ponto central. Vazdo da
adi¢cdo de solucfio de sulfato de amdnio 80 % de saturacfo igual a 15,1
ml/minuto; freqliéncia de agitaciio do shaker igual a 165 rpm e temperatura

de incubacdo de 35 °C.
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Figura 5.17 - Influéncia da vaz8o adigfo da solugo de sulfato de amdnio 80
% saturada na recuperacdo da atividade (@) e proteina ([d) no precipitado
na proximidade do ponto central. Tempo de envelhecimento igual a 11
horas; freqli€éncia de agitacdo do shaker igual a 165 rpm e temperatura de

incubago de 35 °C.
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Figura 5.18 - Influéncia da agitacfo do shaker na recuperacfo da atividade
(@) e proteina (L1) no precipitado na proximidade do ponto central. Vazio
da adi¢do de solugdo de sulfato de am&nio 80 % de saturacdo igual a 15,1
ml/minuto; tempo de envelhecimento igual a 11 horas e temperatura de

incubagdo de 35 °C.
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Sdo as seguintes tendéncias mostradas pela andlise de superficie de
resposta mostradas na Figura 5.19 para a recuperagfio de proteinas:
a)Altas temperaturas s8o melhores para baixos tempo de
envelhecimento, enquanto que para altos tempos de
envelhecimento, a temperatura parece influenciar pouco.
b) Conjugada a qualquer das demais variaveis, a vazfo de adi¢do de
sal intermediaria tende a diminuir a recuperagdo. Uma maior

recuperacfo € obtida através de uma alta vazdo de adicdo de sal.

Em resumo, a resposta ¢ maximizada quando utiliza-se: altas
temperaturas, altas vazdes de adicdo de sal, menores velocidades de
agitacdo (principalmente em altos tempos de envelhecimento) e baixos
tempos de envelhecimento.

Os valores codificados para as varidveis temperatura (x;) de
incubacdo igual a 30 °C, envelhecimento (x,) de 1 hora, vazdo de adigcdo de
solucdo 80% saturada de sulfato de amdnio sal (x;) igual a 30 ml/min e
freqliéncia de agitacfo do shaker (x4) de 120 rpm. sfo +1, -1, +2 e +1,
respectivamente. Os valores -1 ¢ +1 representam um valor codificado para o
menor ¢ maior nivel respectivamente para cada varidvel no planejamento
fatorial. O valor -2 e +2 representam os valores codificados extremos no

planejamento estrela.

5.6 - Analise dos resultados experimentais e estimados com modelo

quadratico.

Os programas modereg e statistic permitem obter os coeficientes de
regressdo do polindmio de segunda ordem a partir dos valores dos vinte e

nove ensaios mostrado na Tabela 5.3.
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Superficie de Resposta
Efeito da temperatura e tempo de envelhecimento sobre a recuperagao
de proteina no precipitado
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Figura 5.19 - Estudo do efeito da temperatura sobre a recuperagfc de
proteina no precipitado através da superficie de resposta.
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A modelagem dos experimentos é feita pela Equacio 5.1 ( modelo

quadratico).

k k k-1 k
y=Bo+ SBi*xi+ IPii*xi’+ ¥ ¥ PBij*xi*xj Equacdo 5.1
i=1 i=l i=1 j=i+!

onde B, Pis cooerenen By sdio coeficientes de regressdo € x; e X; s30 08
valores codificados para cada varidvel. Para quatro variaveis a Equagédo 5.1

pode ser escrita como a seguir;

Y = By + Brfxg + Ba*xy + BaFxs + Batxy + Br*(xi) + P*()
Bas*(xa)® +  Bug®(xa) + Bra™Xi*xa + Bistxi*xs + Bratxitxy +

Ba3™xa™X3 + Bas™Xo*Xy P34 0%xs Equagéo 5.2

onde os valores dos coeficientes (n) obtidos através dos programas
modereg e statistic est@io listados nas colunas I e II, respectivamente da
Tabela 5.7. Os valores 6timos das varidveis estimados, ou seja x; igual a 30
°C, %, 1gual a 1 hora, x; igual a 30 ml/min e x, 1igual a 120 rpm, concentracfo
de sulfato de amoénio igual 40% saturacfo, raz8o massica igual a 1 mg de
HPMC por miligrama de celulase, concentragdo de celulase igual a 0,5
mg/ml e dos coeficientes de regressdo (B) obtidos pelo uso dos software
modereg.exe e statistic foram substituidos na equacéo de modelagem com a
finalidade de comparar os resultados experimentais e matematico. Os dados
experimentais propiciaram uma recuperago de 64,63% no ponto proximo
de proteina no precipitado, os dados estimados pelos modelos matematico
modereg e statistic forneceram uma recuperagdo de 66,31 e 65,43 %,

respectivamente.
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Tabela 5.7 - Coeficientes de regresséo

Coluna I Coluna [T
B, = 56,34 B, = 56,34
Br = 1,58 By = 1,58
B, = 1,04 B, = 1,05
B; = 1,51 B; = 1,50
By =-1,52 By =-1,52
B =-0,52 B, =-0,52
By = 0,57 By = 0,56
Baz = 1,94 1= 1,94
Bas =-0,50 Bas = -0,50
B12=-0,92 B, =-0,92
Bi3= 0,19 By = 0,19
Bia= 1,14 Ba= 1,14
P23 = -0,93 Ba; = -0,93
B2y =-1,45 Bog =~1,45
Bsa= 0,97 B = 0,97

Onde o numero 1 corresponde a varidvel temperatura, 2 a
envelhecimento, 3 a vazdo de adi¢do da solugdo de sulfato de amobnio com

80% de saturacdo e 4 a agitac8o do shaker.
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O dado do resultado experimental mostra um desvio de 2,6% da
recuperacdio real de proteina em relagio ao estimado pelo software
modereg.exe e de 7,4% em relacBo ao statistic. Nessas condicSes a
recuperacdo de atividade no precipitado foi de 68%.

Embora o modelo matematico nfo tenha mostrado um bom fator de
correlagdo, os valores experimentais foram compativeis com os valores
estimados mostrando que o modelo estatistico pode ser aplicado para

planejar experimentos de recuperagfo de proteinas por precipitagdo.

5.7 - Resultados dos testes de precipitagéo utilizados na alimentagéo

As Figura 5.20 e 5.21 mostram as médias das duplicatas dos
resuitados dos experimentos de precipitacio de celulase com HPMC a
varios valores de pH (3,0; 3,5; 4,0 e 4,5) para serem realizados nos testes de
flotagdo. Nesses experimentos os valores de utilizados sdo justificados peio
fato do pH influenciar na flota¢do dos precipitados formado na precipitacéo
de celulase ¢ HPMC com sulfato de amdnio. A temperatura de 25 °C foi
utilizada ao invés de 30 °C, por quest3es operacionais, haja vista que ndo foi
possivel a utilizagfio dessa temperatura para conseguir uma solucfo de
alimentacdo igual com um volume de 1 litro.

Esses experimentos foram realizados nas seguintes condigbes: vazdo
de adigfo da solugdo de sulfato de aménio com 80% de saturagfo igual a
100 ml/min, concentragdo final de celulase igual a 0,5 mg/ml, razéo méssica
igual a 1 mg de HPMC por miligrama de celulase, tempo de envelhecimento
igual a 1 hora, agitacdo em pd mecdnica a 50 rpm e temperatura de 25 °C e

volume do reator (becker) igual a 1.000 mi.
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Figura 20 - Recuperacio de atividade na precipitagdo de celulase com
HPMC a varios pH para ser utilizado como alimentacdo nos experimentos
de flotag8o ([J complexo formado por celulase-HPMC e @ sobrenadante).
Vazfo de adigdo da solugdo de sulfato de amdnio a 80% de saturagfo igual
a 100 mlVmin; concentragdo final de celulase igual a 0,5 mg/ml; razdo
méssica igual a 1 mg de HPMC por miligrama de celulase; tempo de
envelhecimento igual a 1 hora; agitago em pa mecénica & 50 rpm e

temperatura de 25 °C.
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Figura 5.21 - Recuperacgfo de proteina nos teste de precipitagdo de celulase
com HPMC & vérios pH para ser utilizado nos experimentos de flotacdo ([
complexo formado por celulase-HPMC, @ sobrenadante). Vazdo de adigfo
da solugdo de sulfato de amonio a 80 % de saturagdo igual a 100 ml/minuto;
concentracdo final da celulase igual a 0,5 mg/ml; razdo méassica igual 2 1 mg
de HPMC por miligrama de celulase; tempo de envelhecimento igual a 1

hora; agitagdo em pd mecanica & 50 rpm e temperatura de 25 °C.
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Esses experimentos foram realizados nas seguintes condi¢des: vazdo
de adicdo da solucBo de sulfato de aménio com 80% de saturagfo igual a
100 ml/min, concentragdo final de celulase igual a 0,5 mg/ml, razdo méssica
igual a 1 mg de HPMC por miligrama de celulase, tempo de envelhecimento
igual a 1 hora, agitagcio em pé mecénica a 50 rpm e temperatura de 25 °C e
volume do reator (becker) igual a 1.000 ml.

A Figura 5.20 mostra uma recuperagfo maxima de atividade de 53 %
a pH 3,0; uma recuperacfo minima de 49 % a pH 4,0 A Figura 5.20 também
mostra que nfio hd perda de atividade nesses teste, pois o balango de
atividade (soma de atividade no sobrenadante e precipitado) € de
aproximadamente 100%.

A Figura 5.21 mostra uma recuperacio maxima de proteina de 57 %
e uma recuperagdo minima de 54 % nas condi¢des de pH de recuperacio de
atividade.

Os valores experimental e estimado para recuperacéo de proteina no
precipitado pelo planejamento estatistico (64,63 % observado nos
experimentos e 66,31 % e 69,43 % para os valores estimados através de
modelo matematico), apresentaram resultados diferentes dos realizados
nesses experimentos de precipitacdo, pois ndo foi possivel manter as
mesmas condigdes, ja que nas condicdes estudadas no planejamento foram
utilizada como recipiente de precipitagdo um erlenmeyer de 50 ml, como

agitador um shaker com movimento circular a 120 rpm e temperatura de 30

°C.
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5.8 - Resultados dos testes de flotagdo continua da celulase

Os testes de flotag8o das particulas formadas pela precipitacdo de
celulase e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) com sulfato de amdnio foram
realizados nas condicOes mostradas na Tabela 5.8.

A tabela 5.9 mostra que os balancos de atividade e proteina foram
fechados em torno de 100 %, indicando que na flotacfio de particulas de
celulase nessas condigbes a pH igual a 3,0 ndo houve perda de atividade
enzimatica.

As Figuras 5.22 e 5.23 mostram que a atividade e massa protéica no
concentrado variaram com a mudanca de pH e a melhor recuperacfo de
atividade e proteina aconteceu no pH 3,0. A faixa de pH utilizada foi 3 at¢
4,5 pois a recuperaclo de atividade diminuiu com o aumento de pH,
variando de 55 % a pH 3,0 para 27 % a pH 4,5.Na condicdo de pH 3,0 a
atividade da enzima por ml no concentrador foi cinco vezes superior a da
alimentacdo e apenas 3,7 % da atividade estava no rejeito. A figura 5.22
mostra também que houve um aumento de 53 para 55% na recuperagéo de
atividade do complexo sélido formado por celulase e HPMC. A Figura 5.23
mostra que a recuperacfo maxima de proteina € de 52% a pH 3,5 e que nas
condigdes de melhor recuperagio de atividade (pH 3,0) a recuperagdo € de
50%, ou seja a pH 3,0 além de apresentar a melhor recuperagdo de atividade
também apresenta a celulase com uma melhor atividade especifica. Isso €
explicado pelo fato de a presenca de algumas proteinas contaminantes néo
serem adsorvidas as bolhas de ar nesse pH.

As Figuras 5.24 e 5.25 mostram que existem celulase tanto no complexo
sélido formado por celulase-HPMC quanto dissolvida no sobrenadante do

rejeito e que a pH 3,0 estfio presentes as menores quantidades de atividade e
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Tabela 5.8 - Condigdes dos testes de flotagdo dos complexos celulase-

HPMC.

Varidveis Valor
Concentragio de sulfato de amodnio * 40,0
Raz8o massica (mg de HPMC/mg de Celulase) 1,0
Tempo de envelhecimento (h) 1,0
Vazao do gas {ml/min.) 16,2
Concentragio de celulase (mg/ml) 0,5
Temperatura (°C) 25,0
Capacidade do reator (ml) 1000,0
Vazdo de alimentacdo (ml/min) 8,4
Vazio do rejeito (ml/min) 6,0
Vazfo do concentrado (ml/min) 2,0

* em porcentagem de saturacdo
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Tabela 5.9 - Resultados da flotagdo continua & pH 3,0.

Balango total
Atividade
Alimentagio Concentrado Rejeito
Sélido  Liquido Total | Sélido  Liquido Total | Sélido liquido Total
48,3 48,8 97,11 47,5 28,8 76,3 3,7 151 18,8
Proteina *
Alimentagio Concentrado Rejeito
Solido Liquido Total | Solido  Liquido Total |Solido Liquido Total
53,2 47,0 100,2 | 46,8 28,5 7531 6,0 159 249

Porcentagem do total inicial

Condic¢Oes: ver Tabela 5.7.
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Figura 5.22 - Recuperagdo de atividade no concentrado dos testes de
flotagdo de celulase(® sobrenadante ¢ [0 complexo sélido formado pela

celulase e HPMC). Condigdes de flotacdo (Tabela 5.7).
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Figura 5.23 - Recuperac¢do de proteina no concentrado dos testes de flotacdo
de celulase (@ sobrenadante e [ ] complexo sélido formado por celulase e

HPMC) Condigles de flotagé@o (Tabela 5.7).
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Figura 5.24 - Atividade no rejeito dos testes de flotagdo de celulase (®
sobrenadante ¢ [d complexo sélido formado por celulase e HPMC).

Condictes de flotagfio (Tabela 5.7).
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Figura 5.25 - Rejeito de celulase nos experimentos de flotagdo (@
sobrenadante e [ complexo soélido formado por celulase ¢ HPMC).

Condic¢Ges de flotagfio {Tabela 5.7).
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Os testes de precipitagfo e flotagdo nfo mostraram um bom desempenho
com relac@o aos fatores de separacfio e purificacio para a celulase utilizada,
isto pode ser explicado basicamente por dois motivos:
I. O sulfato de amdnio pode ser utilizado na etapa de purificagéo
II.O processo utilizado na purificacdo da celulase ter a mesma

seletividade do sulfato de amdnio.

A precipitacdo de celulase com HPMC e sulfato de amdnio seguida
de flotacfio em um processo global de recuperagio de celulase tem como
grande vantagem a reducdo de volume, o que implica em gastos menores em
etapas posteriores de purificagdo, pois normalmente essas etapas tem custos
bem mais elevados.

Mesmo com relagfio a outras operagdes de separacfio tails como
filtragcdo e centrifugac@o a flotagfo tem como grande vantagen os custos

operacionais, pois 0s gastos com energia no caso de flotagfio ¢ bem menor.
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Capitulo 6

Conclusio e Sugesties

Nesse trabalho estudou-se a precipitacio de proteinas com
polieletrélitos catiénico e anidnico e também com sulfato de amodnio
(precipitagdo “salting-out”) utilizando HPMC como co-precipitante.

Visando a recuperacdo de proteinas através de um processo com
baixo custo de energia e operacgdo utilizou-se também a flotaglo continua

dos precipitados de celulases em uma coluna.

6.1 - Conclusdes

O processo de precipitacdo de proteinas em solucdo utilizando
polieletrolitos foi analisado para o seguinte conjunto de sistemas: PAA com
massas moleculares de 90, 450 e 1000 kDa com mioglobina de massa
molecular 18,8 kDa; quitosona com as proteinas BSA e pepsina; e quitosona
com uma mistura binaria (BSA e pepsina).

Como acontece em geral com precipitagdo com polieletrolito, a
recuperacdo de mioglobina foi alta (98 %) e requereu uma baixa dosagem
(200 mg de PAA por grama de mioglobina) com PAA de massa molecular
90 kDa.
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No caso especifico da pepsina foi estudada também a atividade
enzimatica do precipitado obtido com quitosona apds dissolugdo em acido
acético, verificando-se a manutenciio dessa atividade nas condi¢Bes Gtimas
de precipitacdo (pH 5,0 e dosagem em torno de 0,1 g de quitosona por
grama de pepsina).

A precipitagio com quitosona mostrou-se mais seletiva na separagdo
de pepsina da BSA a pH 5,0 e dosagem igual a 0,2 mg de quitosona por
miligrama de pepsina e razfc massica de proteina de 0,5 mg de BSA por
miligrama pepsina cujo fatores de separacio e purificacdo foram iguais a
360 (pois a solucdo contendo proteinas foi formada por uma mistura bindria)
e a recuperacgfio de proteina e atividade da pepsina no precipitado foram de
72 e 77 %, respectivamente.

O Processo de precipitacdo de proteina com a utilizagio de co-
precipitantes ¢ sulfato de amonio foi a analisado para o sistema: celulase-
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Nesse sistema houve uma melhor
recuperacfio de atividade do que na precipitacdo de celulase apenas com
sulfato de aménio entre as proteinas e esse éter.

Os resultados dos dados estatisticos experimentais mostraram que
através da interagfo entre varidveis temperatura, agitacdo do shaker, tempo
de incubagfo pode-se recuperar até 75 % de atividade no precipitado com
40% de saturacfo de sulfato de amoénio.

Em processos de precipitagio e flotagio de particulas, tanto a
recuperagdo de proteina no precipitado quanto a flotabilidade dessa
particulas sfo fundamentais no rendimento de flotagéo.

Nos experimentos utilizando-se a operacdo de flotacdo foram
recuperados 100% da atividade precipitada. A redugfio de volume nesse

caso foi de 80% do volume da alimentagfo.
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6.2 ~-Sugestdes

Para trabalhos futuros envolvendo precipitacdo e flotagdo de
proteinas ou outros bioprodutos, sugere-se que antes da otimizacdo de
precipitagdo ¢ da flotagdo continua seja feito um estudo qualitativo e
quantitativo dos seguintes fatores: hidrofobicidade, flotabilidade das
particulas a serem recuperadas e rendimento de flotagdo das mesmas em
colunas de flotacdo com capacidade volumétrica entre 50 e 100 mi.

eSintetizar derivados do quitosona que sejam capaz de formarem
precipitados hidrofobicos com proteinas.

eEstudar a hidrofobicidade e flotabilidade de precipitados formados
com a utilizacdo de proteinas ou de outros bioprodutos com outros
polimeros.

sEstudar a hidrofobicidade e flotabilidade de precipitados formados

com outros polimeros.
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