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Marco Di Luccio

O presente estudo investigou o isolamento e purificacio da enzima inulinase (EC
3.2.1.7), produzida por Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 por fermentagdo em
estado solido de bagaco de cana utilizando técnicas de precipitacdo e ultrafiltragdo. O
desempenho da ultrafiltracdo foi avaliado por sistema de escoamento tangencial e
transversal. Membranas comercias com massa molecular de corte de 30 a 100 kDa
foram testadas. Os resultados mostraram que um fator de purificagdo de 2,82 vezes foi
obtido utilizando modulo de escoamento tangencial em uma membrana de 30 kDa. O
aumento da forca i0nica influenciou positivamente o fator de purificagdo, que aumentou
de 1,83-2,90 vezes quando a concentra¢io de 4,5 mol.L"' de NaCl foi utilizada em
célula de escoamento transversal com membrana de 100 kDa. Os efeitos da
concentracao de etanol e da vazao de adig¢do de etanol ao extrato bruto no rendimento da
purificacdo e do fator de purificacdo foram avaliados utilizando a técnica de
planejamento experimental. A precipitacdo causou a ativacdo da enzima e aumentou o
fator de purificagdo em até 2 vezes. Apds precipitacdo com 55 % de etanol adicionado
ao extrato a uma vazdo de 10 mL/min, seguido por ultrafiltragdo com membrana de 100

kDa, foi possivel se obter um fator de purifica¢do da inulinase de 5,5 vezes.

Palavras-chave: inulinase, purificagdo, membranas, ultrafiltragdo, precipitacao.
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PURIFICATION OF INULINASE FROM Kluyveromyces marxianus NRRL Y-
7571 PRODUCED BY SOLID STATE FERMENTATION USING
PRECIPITATION AND ULTRAFILTRATION

Simone Golunski
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The present study investigated the isolation and purification of inulinase (EC 3.2.1.7),
produced by solid state fermentation of sugarcane bagasse by Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571. The enzyme extract was treated by precipitation and
ultrafiltration. The performance of ultrafiltration was assessed by a dead-end and a cross
flow system. Commercial membranes with molecular weight cut-off 30 kDa and 100
kDa were tested. The results showed that a purification factor of 2.82-fold was obtained
using a tangential flow module and 30 kDa membrane. The increase in the ionic
strength caused and increase in the purification factor, which increased by 1.83-1.90-
fold when the concentration of 4.5 mol.L" of NaCl was used in the dead-end module
with the 100 kDa membrane. The effect of ethanol concentration and rate of addition of
ethanol to the crude enzyme extract were evaluated by experimental design technique.
The precipitation caused the activation of the enzyme and purified the inulinase by 2-
fold. After precipitation with ethanol 55% added at a rate of 10 mL/min, followed by
ultrafiltration with 100 kDa membrane, it was possible to obtain a 5.5-fold purification

factor.

Keywords: inulinase, purification, membranes, ultrafiltration, precipitation.

Vii



SUMARIO

AGRADECIMENTOS........cccoiiieiiiiiieeiiicsee ittt Vv
LISTA DE FIGURAS.........cccoviiiiiiiieeeiiiieei s Xl
LISTA DE TABELAS........cccccciiiiiiiiineisisei s X1l
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS..........cccccemiiniiiiiiiiiinneenneeiccnnneeeennnnnns XV
1. INTRODUGAO......cceiuiuiureereeieissasesesiassasasasessasnssasasenensasnsasasenensasasasanessasasasanes 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.......ccccceeieeeteeincssecesesiasssesescncasssesen s ensas e 5
2. 1 INULINASES. ..ot 5

2.1.2 Produciio de inulinase.....cceeeueesueesueiaensaesncsnsssnesnnsssossacsssssnsssssnsessassssssssssasessnssee 6

2.2 ISOLAMENTO E PURIFICACAQO DE PROTEINAS ....oiiieeeeeeeenn 11
2.2.1 Precipitacio e purificacio de proteinas.......cceeesseecsssesssanesssasessssssssassossassosasass 13
2.2.2 Purificacio de inuliNASes .....ccceeeerecssnnseeeececsassesnnsssssecscassssnnssssssessassssnsasssssssssaes 14

2.3 TECNOLOGIA DE MEMBRANAS ..o iiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeennnes 16
2.3.1 Processo de separacio com membranas (PSM)......ccccceeeveeccnneccsancccasecsasacces 17
2.3.2 Composicao das MeEMDIaANAS..ccceeeeeeesesssaeescssssnssosssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssse 21
2.3.3 Caracteristicas das MeMDIANaS.......ccceeeeeenennneceeceeessannnnsssscscsssnessssssssssasssssanses 22
2.3.4 Filtracao transversal (dead-end) versus tangencial .24
2.3.5 Fenomenos enVOlVidOS 1O PrOCESS0...cceeseessssesssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssss 25

2.5 CONSIDERACOES FINAIS ..ottt 27

3. MATERIAL E METODOS.....ccioiiieiiieseieseessssasnssssnssssnssssnsessnssasnssssnsssnsesansess 28

3.1 PRODUCAQ DE INULINASES ..ottt 28

3.3 DETERMINACAQ DE PROTEINA TOTAL...o.ooieieieeeeeeeeeeetesiesesesesessanas 30

viii



3.4 PRE-CONCENTRACAO DO EXTRATO ENZIMATICO POR PRECIPITACAQ

......................................................................................................................................... 30
3.4.1 Precipitacio com Sulfato de Amonio (NH4)2SO4).....ccccececeeeeeeesassseenccsassanes 30
3.4.2 Precipitacio cOm etanol.......ccccceeeeeeeccssneseeaececsasssnssssssesccssssnnssssssnssssssssssssssses 31

3.5 MEMBERAN A S ittt ee et ettt et eeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeereeeeenaeeeenaeeerens 32

3.6 ADSORCAQO DA ENZIMA PELA MEMBRANA ..ottt eeeieeeenenes 33

3.7 ULTRAFILTRACAO . .ottt eereereereeneanas 33
3.7.1 Ultrafiltracio em célula de escoamento transversal 33
3.7.2 Efeito da forca ionica na ultrafiltracfo.....ccceeeeeeccneccsaneccsaseeeanscsnnseseecsscnnnaae 34
3.7.3 Ultrafiltracao em sistema tangencial
.................................................................................................................................... 35

3.8 AVALIACAO DAS ESTRATEGIAS DE PURIFICACAO DE ENZIMAS .......... 36

3.9 LIMPEZA DAS MEMBRANAS .. oottt eeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeens 37

3.10 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)................... 37
3.10.1 Preparo das AN OSTIAS....cceeeeecessanessosssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossssssse 37
3.10.2 Preparo do gel de reSOoIUCAO 15 Y0.eeuueecceeeeeeeeennnenecccoseeseeannnsesscscesssssnssssssssanane 38
3.10.3 Preparo do gel de empilhamento 12 % 38
3.10.4 Aplicacio das AMOSEIraS....ccceeceseeossessssssssssssssssessssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssass 38

4. RESULTADOS E DISCUSSAOD....cccccciiiiesiiieiastrseessesesansssaassesssssnnsesessasassnnnnes 40

4.1 PRODUCAQ DE INULINASE .ottt 40

4.2 PRE-CONCENTRACAO DO EXTRATO ENZIMATICO POR PRECIPITACAQO

......................................................................................................................................... 41
4.2.1 Precipitaciao com sulfato de amonio (NH4)2SO04.......ceeeeeeerennencccereennenscccsennes 41
4.2.2 Precipitacio cOm etanol.......ccccceeeeeeeecnsnssreeccecssssssnnsssseesccsssssnssssssssssssssssssssssaes 42

4.3 ADSORCAO DA ENZIMA PELA MEMBRANA ..ottt 46

4.4 PURIFICACAQO ENZIMATICA ..ottt 47




4.4.1 Ultrafiltracio em célula de escoamento transversal 47

4.4.3 Efeito da forca ionica na ultrafiltracfo.....ccceecseeecsarcecsanescsansassssssanessssssssnaneees 50
.................................................................................................................................... 50
4.4.4 Ultrafiltracao em sistema tangencial.......ccccceeeecccnsneeeeeecesssssnnsssssnsssesssssssacaces 51

4.4.6 Precipitacio com etanol seguida de ultrafiltracio em sistema tangencial . 53

5. CONCLUSOES.......ccoesiesesesesees s 56

6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS.........cccoiierrcccieicescenne 57

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cccccocicssssnssssssssassassnsasassasasecs 58




LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE
SEPARACAO POR MEMBRANAS (ADAPTADO DE MULDER (1997))......... 18

FIGURA 2. ESQUEMA DE MODO DE OPERAGAO DE FILTRAGAO
FRONTAL (DEAD-END) (A) E TANGENCIAL (B). ADAPTADO DE: HABERT
ET AL, (2006)........oueeeeeeeereeeseersessessssessesssessssesssesssessesessesssessssessesasssessssassssenns 25

FIGURA 3. COMPORTAMENTO DO FLUXO COMO UMA FUNGAO DO
TEMPO (HABERT ET AL., 2006)........cccccuriumrmmrmmmnsssnensssesssssesssssssss s sssssssssssees 25

FIGURA 4. DIAGRAMA ESQUEMATICO DO BIORREATOR DE LEITO FIXO
EMPREGADO NESTE ESTUDO: A- COMPRESSOR; B- UMIDIFICADOR; C —
CONTROLE DE VAZAO, TEMPERATURA E UMIDADE; D — SENSORES DE
TEMPERATURA; E - MEDIDOR DE CO2, TEMPERATURA E UMIDADE.....29

FIGURA 5. DIAGRAMA ESQUEMATICO DA CELULA DE UF.........cccceceeu.n. 34

FIGURA 6. SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O RENDIMENTO DA
PURIFICAGAO DE INULINASE (A) E CURVA DE CONTORNO(B). ............ 45

FIGURA 7. GRAFICO DE PARETO PARA OS EFEITOS DAS VARIAVEIS
ESTUDADAS SOBRE O FATOR DE PURIFICAGAO........cccooevererererreraeseresenns 46

FIGURA 8. SDS-PAGE DAS DIFERENTES FRAGOES PROTEICAS
OBTIDAS POR PERMEAGAO DE EXTRATO ENZIMATICO EM CELULA DE
ESCOAMENTO TRANSVERSAL. DA ESQUERDA PARA A DIREITA: LINHA
1: MARCADOR DE MASSA MOLECULAR (DE CIMA PARA BAIXO) 200,
150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15 E 10 KDA. LINHA 2:

Xi



EXTRATO ENZIMATICO BRUTO (KLUYVEROMYCES MARXIANUS). LINHA
3: EXTRATO ENZIMATICO COMERCIAL (ASPERGILLUS NIGER). LINHA 4:
RETIDO EM MEMBRANA DE 30 KDA. LINHA 5: RETIDO EM MEMBRANA
DE 50 KDA. LINHA 6: RETIDO EM MEMBRANA 60 KDA. LINHA 7: RETIDO
EM MEMBRANA DE 100 KDA.........ooiiitrrrnsrs s 49

FIGURA 9. SDS-PAGE DAS DIFERENTES FRAGOES PROTEICAS
OBTIDAS POR PERMEAGAO DE EXTRATO ENZIMATICO EM SISTEMA
TANGENCIAL. DA ESQUERDA PARA A DIREITA: LINHA 1: MARCADOR
DE MASSA MOLECULAR (DE CIMA PARA BAIXO) 200, 150, 120, 100, 85,
70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15 E 10 KDA. LINHA 2: EXTRATO ENZIMATICO
BRUTO (KLUYVEROMYCES MARXIANUS). LINHA 3: EXTRATO
ENZIMATICO COMERCIAL (ASPERGILLUS NIGER). LINHA 4: RETIDO EM
MEMBRANA DE 30 KDA. LINHA 5: RETIDO EM MEMBRANA DE 50 KDA.
LINHA 6: RETIDO EM MEMBRANA 60 KDA. LINHA 7: RETIDO EM
MEMBRANA DE 100 KDA.........ooiiirinnnren s s sss s 53

FIGURA 10. SDS-PAGE DAS DIFERENTES FRAGOES DO EXTRATO
ENZIMATICO: LINHA 1: MARCADOR DE MASSA MOLECULAR (DE CIMA
PARA BAIXO) 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15 E 10

KDA . LINHA 2: EXTRATO BRUTO. LINHA 3: EXTRATO ENZIMATICO,
APOS PRECIPITAGAO COM ETANOL 55 %/10 ML / MIN. LINHA 4:
EXTRATO ENZIMATICO APOS PRECIPITAGAO COM ETANOL 55 %/10

ML / MIN SEGUIDO POR ULTRAFILTRAGAO EM MEMBRANA DE 100 KDA.
LINHA 5: EXTRATO ENZIMATICO APOS ULTRAFILTRAGAO COM
MEMBRANA DE 100 KDA.........ooiiiirrrnssrernsss s s ssss s s 55

Xii



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. RESUMO DE PUBLICAGOES REFERENTES A PRODUGAO DE
INULINASE ...t s an e s a s s e an e e e 7

TABELA 2. EXEMPLO DE APLICAGOES DOS PSM.......ccccccoeeemmrmenerererernnnns 20

TABELA 3. VARIAVEIS E NiVEIS ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22, PARA OTIMIZAGAO DA RECUPERAGAO
ENZIMATICA. ......ooeecccccccece e e e e e e e e se e e se e e e e s e e s se e s sasasnsnnns 32

TABELA 4. PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DAS DIFERENTES
MEMBRANAS UTILIZADAS...........ccoiirirnnn s s ssss s sssnns 32

TABELA 5. PRODUGAO DE INULINASE POR FES EM BIORREATOR DE
LEITO FIXO EM TERMOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA EM CADA UMA
DAS ZONAS DENTRO DO BIORREATOR......cccccninmmrrnnnnre s snssne s 40

TABELA 6. ATIVIDADE ENZIMATICA, PROTEINA TOTAL E ATIVIDADE
ESPECIFICA DA INULINASE APOS PRECIPITAGAO COM SULFATO DE
AMONIO NA SATURAGAO DE 65 E 20 %....cceueuerererereereesesessssesessssssesssaens 41

TABELA 7. MATRIZ DO DCCR 22 (VALORES REAIS E CODIFICADOS) E
RESPECTIVAS RESPOSTAS EM TERMOS DE ATIVIDADE ESPECIFICA,
RENDIMENTO DA ATIVIDADE DE INULINASE E FATOR DE PURIFICAGAO.

TABELA 8. ANOVA PARA O RENDIMENTO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

COMO RESPOSTA PARA O DCCR......oiiirninissnnase s ssssss s 44

TABELA 9. GRAU DE ADSORGAO DA ENZIMA PELAS MEMBRAS DE 30 E

Xiii



TABELA 10. RESULTADOS DA ULTRAFILTRAGAO DO EXTRATO DE
INULINASE EM CELULA DE ESCOAMENTO TRANSVERSAL........cccceuee.. 48

TABELA 11. EFEITO DA FORGA IONICA SOBRE A ULTRAFILTRAGAO DO
EXTRATO DE INULINASE EM CELULA DE ESCOAMENTO TRANSVERSAL
COM MEMBRANA DE 100 KDA.........ccoiiietrrnnsnnse s nsssssssssssss s 50

TABELA 12. RESULTADOS DE ULTRAFILTRAGAO DO EXTRATO DE
INULINASE EM SISTEMA TANGENCIAL........cccooirenernnsree s 51

TABELA 13. RESULTADOS DOS EXTRATOS ENZIMATICOS
ULTRAFILTRADOS EM SISTEMA TANGENCIAL APOS PRECIPITAGAO
10910 1 I 74, L 53

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMM = Agua de Maceragdo de Milho
ANOVA = Andlise de varancia

ART = Acucares Redutores Totais

ASB = Albumina de soro bovino

AXOS = Arabinoxilooligosacarideos

DNS = Acido 3,5 dinitrosalicilico

FBA = Fermenta¢ao em Batelada Alimentada

FBS= Fermentagdao em Batelada Simples

Xiv



FES = Fermentagao em Estado Sélido

FOS = Fruto-oligossacarideos

FP = Fator de Purificacao

kDa = Quilo Dalton

MWCO = Molecular Weight Cut-Off (Massa Molecular de Corte)
PSM = Processo de Separa¢do com Membranas

SDS = Dodecil Sulfato de Sodio

TEMED = Tetrametiletilenodiamina

TCA = Acido Tricloroacético

UF = Ultrafiltracao

XV



INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Um problema tipico de qualquer industria de transformacao seja ela de alimentos,
quimica, ou farmacéutica estd na recuperacao e purificacdo dos produtos de interesse.
Processos que permitam obter o maximo rendimento com o menor custo sdo
extremamente desejaveis e inimeras pesquisas tém sido realizadas nas mais diversas
areas de aplicagcdo com este intuito.

A inulinase ¢ uma enzima importante na producdo de frutose pela hidrélise
enzimatica da inulina e principalmente para a obtencao de fruto-oligossacarideos (FOS).
Sua maior aplicagdo estd relacionada a producdo de xarope com alto teor de frutose
(ETALLIBI e BARATTI, 2001; SANGEETHA et al., 2005).

Frutose e FOS estdo emergindo rapidamente como ingredientes importantes na
industria de alimentos ¢ farmacéutica. A frutose é considerada um adogante alternativo
seguro para substituicdo da sacarose, por demonstrar efeitos benéficos em pacientes
diabéticos, aumentando a absor¢do de ferro em criancas e possui uma maior capacidade
adogante. Os FOS tém propriedades nutricionais e funcionais para uso em dietas de
baixas calorias, a estimulagdo da Bifidus ¢ como fonte de fibra dietética na preparagao
de alimentos (GILL, et al, 2006). Ambos, frutose e FOS, podem ser produzidos por
inulinase via hidrolise enzimatica da inulina, sendo este Gltimo um polimero de frutose
encontrado em plantas como a alcachofra de Jerusalém, chicoria e dalia (VANDAMME
e DERYCKE et al., 1983; ZANGH et al., 2004; TREICHEL et al., 2009).

Na produgdo de enzimas através de processos biotecnoldgicos, o extrato bruto
obtido ¢ composto por uma mistura aquosa de células, produtos extra e intracelulares e
ainda substratos e componentes nao convertidos. Apds a fermentagdo, dependendo da
sua aplicacdo, sdo necessarias operagdes de purificagdo que devem ser incluidas no
custo final do produto. Quanto mais alta a pureza necessaria a uma dada proteina, mais
custoso € o processo de purificagdo, que pode representar até 80 % dos custos finais de
producdo (GHOSH et al., 2003; GALAEV ¢ MATTIASSON, 2001; MORAES et al.,
2009).

A eficacia e a economia do processo de purificacdo frequentemente determinam
o destino do produto no mercado. Por exemplo, enzimas utilizadas em detergentes, em

sintese organica, na industria téxtil, de couro, polpa e papel, e alimentos, usualmente
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ndo requerem elevados graus de pureza. Por outro lado, proteinas terapéuticas requerem
alto nivel de pureza (MONDAL et al., 2006). Para minimizar estes custos, a otimizagao
de metodologias rapidas e eficazes para o processo de purificacdo sdo de grande
importancia no desenvolvimento de processos (ISHIHARA ¢ YAMAMOTO, 2005;
MORAES e KALIL, 2009).

A técnica mais usada para purificagdo de proteinas € a cromatografia, a qual ¢
bastante especifica, podendo se obter fracdes bem puras. No entanto, este € um processo
dificil de ser escalonado, com baixo rendimento e alto custo. No caso de proteinas para
fins ndo terapéuticos, os altos custos de separacdo justificam a busca por processos
eficientes e mais econdmicos. Mesmo no caso das proteinas terapé€uticas, existe uma
busca na redugdo de custos, especialmente daqueles produtos que sdo produzidos em
larga escala, como anticorpos monoclonais (PRZYBYCIEN et al., 2004).

Um grande nimero de processos bem estabelecidos encontram-se disponiveis
para as operagdes de separagdo em biotecnologia e processamento de alimentos.
Destilagdo, extracdo liquido-liquido, adsor¢do, precipitagdo, filtragdo sdo processos
comumente encontrados nestes segmentos industriais. Algumas desvantagens dos
processos classicos, como alta demanda energética, alto custo com adsorventes, geragao
de residuos e altos custos, impulsionam a busca de alternativas mais eficientes e/ou
economicas (STAUDE, 2000), razdo das inimeras pesquisas envolvendo os processos
de separagdo com membranas nas ultimas décadas (LI et al., 2009; TUNG et al., 2007).

Os processos de precipitagdo com sais e solventes sdo bastante utilizados em
operacoes de concentracdo e pré-purificagdo de proteinas. Muitas técnicas de
precipitacdo envolvem o uso de sulfato de amonio como agente precipitante. No
entanto, ndo existem protocolos que sejam universais e os agentes de precipitagdo e
condi¢des de precipitagdo devem ser obtidos experimentalmente para cada sistema.
Ainda, a elevacao da for¢a i6nica do meio com a adi¢do de altas concentracdes salinas
pode provocar a perda de atividade enzimatica. Solventes organicos também podem ser
usados na precipitacdo de proteinas mas, assim como os sais, podem causar a perda de
atividade da enzima, ¢ a adequagdo deve ser verificada experimentalmente. Poucos
estudos sistematicos sobre o uso de sais e solventes no isolamento e pré-purificacao de
proteinas podem ser encontrados na literatura (ZHANG et al, 2004; CORTEZ e
PESSOA Jr et al., 1999).
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Os processos de separacao por membranas (PSM) sdo considerados como uma
alternativa mais econOmica para a concentracdo e purificacdo e proteinas e podem ser
ajustados para se conseguir alta produtividade e pureza ao mesmo tempo. S3o processos
fisicos de separag¢do baseados na diferenca de tamanho ou afinidade entre as substancias
a serem separadas e a membrana. O processo de ultrafiltragdo ¢ o que mais tem sido
testado para a purificagdo de proteinas (OHTA et al., 2002).

A ultrafiltragdo (UF) ¢ uma técnica de bioseparacdo eficiente e facilmente
escalondvel que apresenta um grande potencial para uso em processos de downstream
em compostos como proteinas. Embora a concentra¢do de proteinas seja uma operacao
rotineira e bem sucedida em bioprocessos, o fracionamento ou purificagdo de proteinas
ainda ¢ um desafio tecnoldgico e necessita de maior esfor¢o de pesquisa, sendo sua
eficiéncia fortemente dependente de parametros operacionais como pH, concentracdo
salina, fluxo de permeado, natureza da membrana e hidrodindmica do sistema
(SAXENA et al., 2009).

Atualmente se sabe que a separacdo baseada apenas no tamanho da molécula
ndo ¢ efetiva em casos onde as proteinas a serem separadas possuem massas molares
muito proximas. No entanto, muitos estudos mostram que a manipula¢io das interagdes
soluto-soluto e soluto-membrana permite a separacdo de proteinas de massa molar
semelhante, utilizando processos de alto desempenho, ainda baseados em separacdo
com membranas (PRZYBYCIEN et al., 2004). As principais razdes para o uso de
membranas em diferentes processos incluem as suas vantagens cldssicas, como a
possibilidade de separar moléculas de maneira customizada e barata, qualidade
consistente dos produtos, sendo necessarias minimas intervengdes, minimizacdo de
danos causados por temperatura, possibilidades de reciclo e pouca geragao de efluentes,
consumo de energia moderado, baixa perda de carga, minimizacdo de tensdes de
cisalhamento, auséncia de solventes e mudancas de fase (SKELTON, 2000; CUPERUS,
1998; FANE ¢ RADOVICH, 1990).

A literatura apresenta uma escassez de estudos que visem a utilizagdo dos PSM
na concentracdo e purificagdo de inulinases. A purificacdo de proteinas por UF, no
entanto, ainda ¢ um desafio e necessita de maior esforco de pesquisa, para se obter
membranas mais seletivas e otimizar os parametros fisico-quimicos relacionados a

interacdo entre proteinas, que afetam diretamente o fluxo e a seletividade, como o pH e



INTRODUCAO

a concentracdo de sais. Existe pouco conhecimento do papel de cada soluto que esteja
envolvido na separacdo. A maior parte dos estudos publicados em bioseparagdes trata
de misturas protéicas conhecidas e se baseia em resultados empiricos, dificultando a sua
extrapolagdo para outros sistemas. Nas aplicagdes reais ou industriais, as solugdes de
proteinas a serem separadas sdo muito mais complexas, como no caso da produgdo de
enzimas por fermentagdo submersa ou em estado sélido, sendo entdo necessario realizar
a avaliacao detalhada de cada sistema.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar sistematicamente o
isolamento e purificagdo de inulinases de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571
produzidas por fermentagdao em estado solido através de estratégias de concentracao e

fracionamento utilizando processos de precipitagao e ultrafiltracao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdo bibliografica sobre as inulinases,
incluindo defini¢do, aplicagdes, produgdo e purificacdo destas enzimas, bem como
estudos sobre a concentracdo e purificagdo de enzimas utilizando processos de

precipitacao e ultrafiltracao.

2.1 INULINASES

As enzimas sdao biocatalisadores com propriedades que as tornam altamente
requisitadas. Além de serem versateis, elas catalisam uma série de transformagdes de
modo seletivo, rapido e em condicdes brandas de reagdo, o que as difere dos
catalisadores convencionais. Outra vantagem na utiliza¢do de enzimas ¢ a facilidade em
se regular a atividade enzimatica, pois para isso basta modificar a natureza do meio de
reacdo, alterar pH ou adicionar suplementos. Além disso, toda enzima catalisa as
transformagdes moleculares sem ocorréncia de reacdes paralelas, comuns em sinteses
quimicas, devido a sua especificidade (PATEL, 2002; PIZARRO e PARK, 2003).

Inulinases sao 2,1-B-D-frutano-furohidrolases (EC 3.2.1.7), as quais hidrolisam a
inulina, um polimero formado por moléculas de frutose com liga¢des B-2,1, liberando
moléculas de frutose (ETTALIBI e BARATTI et al., 2001). A inulinase encontra
aplicagdo na produgdo de xaropes com alta concentragdo de frutose e na produgdo de
fruto-oligossacarideos (FOS), os quais tém assumido grande importancia como
ingredientes funcionais, devido as suas caracteristicas de estimular a microflora
intestinal, a absor¢do de minerais, além de melhorar a vida de prateleira e qualidade
nutricional dos alimentos (SANGEETHA et al., 2005). Estes oligossacarideos, portanto,
sao hoje amplamente utilizados para substituir os aguicares em muitas aplicagdes em
alimentos como em produtos de confeitaria, chocolate e produtos lacteos (GILL ef al.,
2006).

As inulinases microbianas sdo classificadas em exo-inulisases e endo-inulinases,
de acordo com seu modo de agdo. As exo-inulinases (2,1 B-D-frutano-frutohidrolase;
EC 3.2.1.80) sdo especificas para a hidrolise de inulina e quebram as ligacdes entre as

unidades de frutose que estdo localizadas longe das extremidades da rede de polimero,



REVISAO BIBLIOGRAFICA

para a producdo de oligossacarideos. As endo-inulinases (B-D-frutano-frutanohidrolase;
EC 3.2.1.7) agem de forma aleatoria sobre o acoplamento interno na molécula de
inulina, liberando inulo-triose, inulo-tetraose e inulo-pentaose como produtos principais
(ETTALIBI ¢ BARATTI, 2001; OHTA et al., 2002; JING et al., 2003; CHI et al,
2009).

A maior aplicagdo de inulinases esta relacionada a produgdo de xarope com alto
teor de frutose. A industria utiliza-se de grande quantidade de polissacarideos naturais e
novas fontes tém sido procuradas com o intuito de suprir a demanda. A utiliza¢do das
inulinases apresenta-se como uma alternativa para sua obtencdo (CONTIERO, 2004).

O xarope de frutose tem efeitos benéficos em pacientes diabéticos, aumenta a
absorcao de ferro em criangas, tem elevada capacidade adogante para poder ser usado na
dieta de pessoas obesas, estimula a absor¢ao de calcio em mulheres pés-menopausicas,
estimula o crescimento de bifidobactérias no intestino grosso e delgado e evita cancer
do colon (ROCHA et al., 2006). A frutose também ¢ amplamente usada em muitos
alimentos, medicamentos e bebidas, em substituicao a sacarose (GILL et al., 2006;

CHEN et al., 2009).

2.1.2 Producao de inulinase

As inulinases podem ser obtidas de tubérculos e raizes de plantas que contém
inulina, ou através de micro-organismos como bactérias, fungos e leveduras. Dentre as
leveduras, aquelas pertencentes ao género Kluyveromyces tém despertado grande
interesse industrial (SCHNEIDER, 1998).

Dentre esses micro-organismos, as leveduras tém sido muito estudadas para a
produgdo de inulinase, pois oferecem vantagens sobre os fungos no processo de
fermentacdo por sua natureza unicelular, facilitando as operacdes de separagdao. Os
micro-organismos do género Kluyveromyces t€ém sido muito utilizados na produgdo de
inulinase por pertencerem ao grupo GRAS (Generally Recognized as Safe) e serem
aceitos pelo FDA (Food and Drug Administration), além de serem retratados como
bons produtores de inulinase. Esta designacdo significa que ha poucas restrigdes na
aplicagdo deste micro-organismo e grande potencial no setor de biotecnologia (LANE e

MORRISSEY, 2010). Estes micro-organismos crescem rapidamente atingindo alta
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concentragao celular em um curto periodo de tempo, produzindo grandes quantidades

da enzima inulinase (HENSING et al., 1994). Nos trabalhos apresentados na Tabela 1

as maiores producdes foram alcancadas com este micro-organismo.

Tabela 1. Resumo de publicagdes referentes a produgdo de inulinase.

Micro-organismos Substratos Formz}s Producao Referéncias
de Cultivo
Bactérias
. Inulina, peptona e UZUNOVA et
Bacillus sp. 11 extrato de levedura FS 0,4 U/mL al. (2002)
Fungos
Aspergillus ficuum  Inulina, extrato de JING et al.
INSP5-06 levedura FS 11 U/mL (2003)
Inulina, frutose,
Streptomyces sp. glicose, sacarose, GILL et al.
GNDU 1 extrato de levedura, FS 0,552 U/mL, (2003)
uréia, paptona
Chicoria, dalia,
alho, bagago de
Streptomyces sp. banana, cebola, FS 524 U/L SHARMA et al.
~ ) (2006)
graos de trigo e
arroz, inulina pura
Aspergillus niger 20 Sacarose, extrato de SKOWRONEK
Osm levedura, NaNOs FS 22,1 U/mL et al. (2006)
Leveduras
Kluyveromyces
marvianus ATCC Sacarose, peptona, FS 127 U/m KALIL et al.
16045 extrato de levedura (2001)
mliif;)lj.zz;ing%ecsc Sacarose, extrato de SILVA-
16045 levedura, peptona, FS 176 U/mL.  SANTISTEBAN
KzHPO4 et Cll. (2005)
Kluyveromyces Melago de cana,
marxianus NRRL AMM, extrato de FS 1300 U/mL TR(];B%EI)EL
Y-7571 levedura
Kluyveromyces
marvianis NRRL Bagaco de cana, FES 392 Ule MAZUTTI et al.
Y-7571 AMM (2006)
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Tabela 1.
continuacao...
Kluyveromyces Melago de cana,
marxianus NRRL AMM, extrato de FS 974 U/mL  MENDES (2006)
Y-7571 levedura
Inulina, extrato de
Rhuperomyecs - came, CaCl e SDS- FS 55,4 U/mL snxg(%%r al.
PAGE
Kluyveromyces — yyinp o melaco de 1317+ 65U/ TREICHEL et al.
marxianus NRRL , FS
Y-7571 cana de agucar mL (2009)
Kluyveromyces
marxianus NRRL, ~AMM e melacode - ppg 463 Ulgds ~MAZUTTL et al.
Y7571 cana de agucar (2010)

Atualmente, as inulinases comerciais sdo obtidas empregando inulina como
substrato, a qual ¢ uma matéria prima de alto valor agregado. Os trabalhos apresentados
na Tabela 1 mostram uma forte tendéncia da substitui¢do da inulina e outros substratos
por substratos agroindustriais, visando uma diminui¢do nos custos de producdo da
enzima. Dentre os substratos industriais destacam-se os residuos gerados pelas
industrias de processamento de cana de a¢tcar e milho, onde o Brasil ¢ conhecido como
um dos maiores produtores do mundo.

Durante o processamento do milho e da cana de agucar sdo geradas quantidades
expressivas de residuos como bagago de cana, melago e agua de maceracdo de milho
(AMM), os quais apresentam bom potencial para a aplicacio em bioprocessos,
incluindo a produgdo de inulinase (GARCIA, 2002).

Na literatura ¢ possivel encontrar varios estudos referentes a produgdo de
inulinase, como ¢ o caso de Kalil ef al. (2001) que utilizaram a técnica de planejamento
fatorial e analise de superficie de resposta para otimizar o meio de cultura para produgao
de inulinase por Kluyveromyces marxianus. Ao invés de inulina, a sacarose foi usada
como fonte de carbono. De acordo com os resultados obtidos, as condigdes 6timas para
producdo da enzima foram: 14 g/L. de sacarose, 10 g/L. de extrato de levedura, 20 g/L de
peptona, 1 g/L de KbHPO, e pH inicial de 3,5. A atividade enzimatica nas condi¢des de
cultura foi de 127 U/mL, o que representa uma atividade 29 vezes maior do que nas

condig¢des anteriormente estudadas por Santos (1998).
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Silva-Santisteban ¢ Maugeri (2005) usaram planejamento fatorial e analise de
superficie de resposta e otimizaram a producao de inulinase com sacarose como fonte
de carbono, obtendo uma atividade de 176 U/mL.

Bender et al. (2006) usaram bagaco de cana para a produ¢do de inulinase usando
o micro-organismo Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. Foram investigados os
efeitos da temperatura de fermentacdo, umidade inicial do bagago, concentracdo de
melaco de cana e concentragdo de agua de maceragdo de milho (AMM), através do uso
da metodologia de planejamento de experimentos. A maxima atividade encontrada foi
de 445 U/g em 72 horas de fermentacdo com 23,4 % de AMM (p/p — base seca), 40 °C e
umidade inicial de 65 % (base seca). A adicdo de melaco de cana apresentou efeito
negativo para o processo, diminuindo a atividade final. Os autores associam essa queda
na atividade a presenca de compostos inibidores no melago de cana, uma vez que esse
ndo foi pré-tratado antes do seu uso na fermentacdo. Mazutti et al. (2006) otimizaram a
concentracdo de AMM e a temperatura do processo de producdo de inulinase. Na
condi¢do otimizada foi atingida uma atividade de 392 U/gds a 36 °C e verificou-se que
a concentragdo de AMM ndo apresentou influéncia na atividade enzimatica na faixa
entre 13 ¢ 27,1 % em 96 horas de fermentacao.

E importante ressaltar que os trabalhos publicados por Bender et al. (2006),
Mazutti et al. (2006) e Treichel et al. (2009) usaram residuos das industrias de cana de
acucar e milho obtendo as maiores produ¢des de inulinase, quando comparado com os
trabalhos de Silva-Santisteban e Maugeri (2005) e Kalil et al. (2001) empregando
substratos sintéticos. Estes trabalhos demostraram que a producdo de inulinase ¢
economicamente atrativa, devido a alta producdo de enzima e o baixo custo e grande
disponibilidade desses substratos.

Mazutti et al. (2007) avaliaram os efeitos dos parametros de processo sobre a
producao de inulinase pelo micro-organismo Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571
usando bagaco de cana como substrato. Foram investigados os efeitos de tamanho de
particula, densidade de inoculo, concentracdo de AMM e concentracdo de farelo de
soja. Todos os experimentos foram realizados a 36 °C e 65 % de umidade. A maxima
atividade obtida foi de 250 U/gds em meio contendo 20 % de AMM e 5 % de farelo de
soja. O uso de farelo de soja reduziu o tempo maximo de fermentagdo de 96 para 24

horas, o que permitiu um aumento de 2 vezes na produtividade do processo quando
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comparado com o trabalho anterior, mesmo com a atividade atingindo valores menores
(MAZUTTI et al., 2007).

Xiong et al. (2007) otimizaram a concentragdo da suplementacdo do farelo de
trigo para a producdo de inulinase por FES usando uma linhagem nova de
Kluyveromyces S120. Na condi¢do otimizada, contendo 12,7 % de inulina, 10,8 % de
AMM e 1,6 % de (NH4),SO,, foi obtido 410 U/gds de atividade enziméatica. Todos os
experimentos foram realizados a 30 °C por 72 horas, onde a umidade inicial dos
substratos foi corrigida para 80 %. Ayyachamy et al. (2007) avaliaram o efeito de
diversas fontes de carbono na produg¢do de inulinase por FES usando a bactéria
Xanthomonas campestris pv phaseoli. Os melhores resultados foram obtidos com o
emprego de alho, onde a maxima produgdo de enzima foi 117 U/gds apds 72 horas de
fermentagao.

Guo et al. (2009) investigaram a producdo de inulinase por FES usando a
levedura Pichia guilliermondii, a qual foi isolada de uma alga. A metodologia de
superficie de resposta foi utilizada para a otimiza¢do do meio de cultura e das condi¢des
operacionais. Apos a otimizacdo foi possivel obter uma atividade enzimatica de
455,9 U/gds apods 24 horas de fermentagdo. As condi¢des operacionais foram definidas
como sendo: 60,5 % de umidade inicial dos substratos, 2,5 % de volume de inoculo,
0,42 a razao farelo de trigo/farelo de arroz, 30 °C de temperatura e pH 6,5.

Sheng et al. (2009) otimizaram a producdo de inulinase por FES usando a
levedura Cryptococcus aureus, a qual também foi isolada de uma alga. Ap6s o processo
de otimizagdo, onde foi empregada a metodologia de planejamento de experimentos e
analise de superficie de resposta, foi possivel a obten¢do de uma atividade enzimatica de
420,9 U/gds ap6s 120 horas de fermentagdo. As condi¢des operacionais foram definidas
como sendo: 60,5% de umidade inicial dos substratos, 2,5 % de volume de inoculo, 0,42
a razao farelo de trigo/farelo de arroz, 29 °C de temperatura e pH 5,5.

Treichel et al. (2009) otimizaram a producdo de inulinase de Kluyveromyces
marxianus NRRL Y- 7571, em fermentacdo submersa, em meios industriais pré-
tratados através da realizacdo de trés planejamentos fatoriais completos sequenciais.
Verificou-se que a maxima atividade obtida foi de 1294 U/mL, nas concentracdes de
150 g/L de melago, 50 g/L de agua de maceragdo de milho e 6 g/L. de extrato de

levedura em 72 horas de fermentagao.
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Mazutti et al. (2010) estudaram o crescimento celular e a produgdo de inulinase
por FES com a levedura Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 em biorreator de
leito fixo. Para isto, foram realizados sete ensaios experimentais para verificar a
influéncia da temperatura e a vazdo volumétrica de entrada de ar na dindmica do
processo. Os resultados mostraram que as variaveis afetaram o desempenho do processo
significativamente. A melhor condi¢do para producdo da enzima foi em temperatura e
vazdo volumétrica de ar de entrada de 30 °C e 3 m’.h’, respectivamente, alcangando
uma atividade de 463 U/gds. Os resultados obtidos pelos autores mostram que o
biorreator de leito fixo é tecnicamente vidvel para a produgdo de inulinase.

Astolfi (2010) estudou a produgdo de inulinase por FES usando estratégias de
fermentacdo batelada simples (FBS) e fermentagdo batelada alimentada (FBA) em
biorreator de leito fixo. Foram realizados estudos preliminares para a produgdo de
inulinase por FBS e FBA em pequena escala e ap6s definido a viabilidade da producao
da enzima, foi realizado a produ¢do de inulinase em biorreator de leito fixo. A maxima
producdo de inulinase foi obtida apos 24 horas por FBA com entrada de ar umido
(586+62,6 U/gds), cuja atividade corresponde a uma produtividade obtida de
24,4 U.gds' h.

2.2 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE PROTEINAS

A separagdo e purificagdo de bioprodutos como proteinas, polissacarideos,
vitaminas, antibidticos, aminoacidos, entre outros, constitui uma etapa importante
durante o downstream nas industrias de bioprocessamento devido a alta gama de
aplicagdes para estes compostos. Tendo em vista que a grande maioria dos bioprodutos
sdo altamente sensiveis as alteragcdes nas condi¢cdes operacionais € no meio em que se
encontram, as operacdes de separagdo e purificacdo de bioprodutos, neste caso
principalmente de proteinas, tornam-se complexas e, assim, requerem muita atencao
para que permitam a manuten¢do da integridade conformacional e funcional das
proteinas (SARKAR et al., 2009; LIN et al., 2008; TUNG ef al., 2007).

Os aspectos da produgdo de proteinas devem levar em consideracao a aplicagao
final destas, sendo que quanto mais alta a pureza necessaria a uma dada proteina, mais

custoso ¢ o processo de purificagdo. Muitas proteinas precisam ser purificadas antes do
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seu uso e essa necessidade de purificagdo €, em geral, devido a: (i) requerimento de alta
pureza; (i1) enriquecimento por concentragao; (iii) remog¢ao de impurezas especificas;
(iv) prevencdo de catalises que ndo sejam as desejadas (no caso de enzimas); (V)
reducdo da desnaturacdo; e (vi) melhoria na estabilidade da proteina.

A eficacia e a economia do processo de purificacdo frequentemente determinam
o destino do produto no mercado. Por exemplo, enzimas utilizadas em detergentes, em
sintese organica, na industria téxtil, de couro, polpa e papel, e alimentos, usualmente
ndo requerem elevados graus de pureza. Por outro lado, proteinas terapéuticas requerem
alto nivel de pureza (MONDAL et al., 2006).

As técnicas convencionais de separacdo como a precipitagdo, cristalizagdao e
centrifugacdo podem ndo apresentar boa seletividade na separagdo. J4 as separagdes de
alta resolu¢do como eletroforese, precipitagdo, eletrodialise, operagdes de afinidade e
cromatografia apresentam seletividades muito altas, o que permite a obtencdo de
proteinas altamente purificadas, motivo pelo qual sdo técnicas bastante empregadas em
laboratdrios de pesquisa. No entanto, estas técnicas possuem alto custo de instalagdo,
manutengdo e operacao devido a complexa instrumentacdo requerida, apresentam dificil
scale up e baixos rendimentos, o que torna seu emprego limitado para produgdes em
larga escala. (HUANG et al., 2009; IBANEZ et al., 2007; SARKAR et al., 2009;
YUNOS e FIELD, 2008).

O desenvolvimento de processos de separagdo que combinem alta seletividade e
custo efetivo € uma atrativa e promissora area para pesquisa, uma vez que os custos com
separagdo de proteinas € responsdvel por aproximadamente 80 % do custo de separacdo
do material total e o mercado de separagdo de proteinas ¢ estimado em 5 bilhdes de
dolares até 2011 (LI et al., 2009; TUNG et al., 2007).

Neste contexto, as tecnologias baseadas em membranas, como a ultrafiltracao
podem ser processos potencialmente atrativos para separagdo e purificacao de proteinas
devido este possuir baixo custo, requerer espacgo fisico compacto, operar em condig¢des
amenas (baixa temperatura e pressdo, sem troca de fase ou aditivos quimicos), as quais
minimizam a desnaturagdo, desativacdo ou degradacdo de produtos altamente labeis,
apresentar alta recuperacdo de produto e ser de facil scale up. O segmento de filtragao
com membranas para separagdo de proteinas no mercado americano foi avaliado em

USS$ 358 milhdes em 2006 com um crescimento estimado de 10,8 % podendo alcangar
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USS$ 898 milhdes em 2011. (LI et al., 2009; LIU et al., 2007; GHOSH, 2003; YUNOS e
FIELD, 2008).

2.2.1 Precipitacdo e purificacio de proteinas

Técnicas de precipitagdo sdo normalmente aplicadas como um primeiro passo
nos processos de downstrean. A precipitacdo pode atuar tanto na concentracdo como na
purificacdo da molécula-alvo, mas na verdade, a concentracdo ¢ atingida de forma mais
eficaz. Por isso, esta técnica ¢ frequentemente usada nos estagios iniciais das operagoes
de downstream, reduzindo o numero de estagios posteriores (GLATZ et al., 1990;
CORTEZ ¢ PESSOA Jr., 1999). No entanto, em muitos casos, como no caso de enzimas
extracelulares, a precipitagdo ¢ uma forma eficaz de atingir certo grau de purificacdo
(GILL et al, 2006; CUI et al., 2007).

A técnica de precipitacdo de proteinas com sais € considerada uma ferramenta
importante para concentracdo de proteinas. O processo de concentracdo promove a
separacdo das proteinas da maioria dos demais compostos do meio, facilitando os
processos subsequentes (MARTINS, 2001). A concentragdo pela adi¢ao de sais, como
sulfato de amdnio, baseia-se no aumento da forca i0onica, de tal forma que as moléculas
protéicas se agregam e precipitam (BORZANI et al., 2001).

Agentes precipitantes industriais de baixo custo, como o etanol, sdo amplamente
produzidos no Brasil ¢ no mundo. O etanol representa o equilibrio ideal entre o efeito
sobre a solubilidade e carater hidrofilico adequado para reduzir a desnaturagdo. A
precipitacdo em etanol ¢ uma técnica promissora que pode ser aplicada a diferentes
proteinas (CORTEZ e PESSOA Jr., 1999; CUI et al., 2007).

Cortez e Pessoa Jr (1999) realizaram a separagdo de xilanase e B-xilosidase por
precipitacdo com etanol nas concentragdes de 20, 40, 60 e 80 % em diferentes valores
de pH (4.6, 5.9, 6.3 ¢ 7.0), a fim de comparar o comportamento de B-xilosidase com o
comportamento de xilanase total presentes no meio. A andlise de -eletroforese
demonstrou que as enzimas podem ser seletivamente separadas pela precipitagdo com
etanol de acordo com seus pesos moleculares. Os resultados obtidos neste trabalho (74
% de B-xilosidase e 80 % de recuperagdo de xilanase total) revelaram que a precipitacdo

com etanol ¢ uma técnica apropriada para a purificacdo de enzimas produzidas por
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Penicillium janthinellum a partir do bagagco de cana. Esta técnica ndo afetou as
caracteristicas cinéticas da enzima e forneceu uma solucdo com baixa for¢a idnica, que
¢ desejavel para etapas posteriores de purificagado.

Swennen et al. (2005) estudaram a utilizagdo de ultrafiltragdo e precipitacdo com
etanol para o isolamento de arabinoxilooligosacarideos (AXOS) com diferentes
estruturas. O fracionamento por precipitacdo ou ultrafiltragdo com membranas de
diferentes pesos moleculares renderam tanto no grau de polimerizagdo como no grau de
substitui¢do. Os autores concluiram que a precipitacdo com etanol foi eficaz para o
isolamento de AXOS com diferentes estruturas a partir de hidrolisado arabinoxilano.

Cui et al. (2007) relataram a purificagdo e caracterizagdo de transglutaminase
pela precipitagdo com etanol seguida por sucessivas etapas de cromatografia em CM-
celulose e colunas Sephadex G-75. O resultado deste estudo revelou um rendimento de
85 % e um fator de purificagdo (FP) de 2 vezes para a precipitagdo com etanol e um
rendimento de 21,1 % e um FP de 30 vezes para as sucessivas etapas cromatograficas,

tornando esta enzima interessante para aplicacdo na industria de alimentos.

2.2.2 Purificacio de inulinases

Na producdo de inulinases através de processos biotecnologicos, apds a
fermentagdo sdo necessarias operacdes de purificacdo que devem ser incluidas no custo
final do produto. Para minimizar estes custos ¢ importante a escolha de métodos de
separacao e purificagdo adequados de modo a se obter um bioproduto comercialmente
viavel.

Dados da literatura revelam que grande parte das purificacdes realizadas com a
enzima inulinase ¢ procedida através de técnicas cromatograficas, como ¢ o caso de
Santos (1998) que purificou a enzima inulinase de Kluyveromyces bulgaricus através de
precipitagdo em etanol 70 %, re-suspensdo do precipitado em tampdo 0,05 M e pH 5.2,
e posterior passagem da amostra em coluna de troca anionica “Q-Sepharose Fast Flow”.
A eluicdo da enzima foi feita com gradiente salino em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,5.
Ao final, o fator de purificacdo foi de 9,2 vezes com uma recuperacdo de 52 % da

enzima.
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Makino et al. (2005) estudaram a otimizacdo da purificagdo de inulinase
produzida por K. marxianus NRRL Y-7571 em meio sintético. Avaliaram a adsorc¢ao da
resina anionica Streamline DEAE, onde a isoterma permitiu a determinacdo da
capacidade méaxima de adsorcdo, que foi de cerca de 1428 U/mL, e a constante de
dissociagdo, que foi cerca de 2 U/mL com coeficiente de correlagdo de 0,96, utilizando
tampao fosfato de sodio 0,05 M pH 6,0. Para o tampao tris-HCI 0,02 M pH 7,5 foram
utilizados os mesmos parametros, onde foi encontrado 5.000 U/mL para capacidade
maxima de adsor¢do e 0,05 U/mL para um coeficiente de correlacdo de 0,99. Esses
resultados demonstram que o tampao tris-HCI forneceu uma capacidade de adsor¢do de
cerca de 3,5 vezes maior do que as fornecidas pelo tampao fosfato. Purificagcdes
realizadas em leito fixo com a finalidade de determinar as condi¢des de eluicdo com
NaCl 0,4 M, mostraram uma recuperacdo de 79 % da enzima adicionada ao tampao
fosfato de sodio 0,02 M pH 6,0, com um fator de purificacdo de 11,4. No caso do
tampao tris-HCI eluidas com NaCl 0,3 M a recuperagdo foi de 19 % com um fator de
purificacdo de 2,6.

Assim como Santos (1998) e Makino et al. (2005) utilizaram mais de uma etapa
de purificagdo, Otha et al. (2002) relataram a purificagdo de inulinase extracelular de
Rhizopus sp. através de trés etapas de purificagdo. Primeiramente utilizaram
ultrafiltracdo (massa molecular de corte 20.000) seguida posteriormente da técnica
cromatografica DEAE-Cellulofine A-500 e Sephacryl S-200 HR obtendo um fator de
purificacdo de 12 vezes e um rendimento de 0,57 %.

Muitos estudos abordam a precipitacio com sulfato de amoénio como uma
primeira etapa de concentragcdo e purificacdo da enzima, seguida de cromatografia,
como ¢ o caso de Zhang et al. (2004) que avaliaram a purificagdo de inulinase
recombinante de Pichia pastoris através da precipitacdo por (NH.),SO4 seguida por
cromatografia de troca i6nica (coluna SP), obtendo um rendimento de 11 % com um
fator de purificagdo de 4,8 vezes. Posteriormente realizaram eletroforese encontrando
uma massa molecular de 83 kDa. Gill et al. (2006) também utilizaram a precipitacdo em
sulfato de amoénio seguida de sucessivas cromatografias em DEAE-Sephacel, Octyl-
Sepharose (HIC), Sephacryl S-200, cromatografia de afinidade em colunas ConA-CL
Agarose e Sephacryl S-100 para purificar uma exo-inulinase do extrato extracelular de

Aspergillus fumigatus obtendo uma purificagdo de 74 vezes com um rendimento de
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atividade de 3,2 % a partir do caldo de cultura inicial. Sharna et al. (2007) avaliaram a
purificagdo de exo-inulinase de Streptomyces sp. a partir do caldo de cultura por
precipitacdo com sulfato de amodnio, seguida por sucessivas cromatografias DEAE-
Sephacel e colunas ConA-CL Agarose. A enzima foi purificada 18 vezes, com um
rendimento de atividade de 4,8 % a partir do caldo de cultura inicial.

Kalil et al. (2005) estudaram a purificagdo da inulinase diretamente do caldo
bruto obtida pela fermentacdo de meio sintético por Kluyveromyces marxianus var.
bulgarius ATCC 16045, em coluna de leito expandido utilizando a resina
STREAMLINE SP obtendo uma recuperagdo de 74 % e um fator de purificagao de 10,4
vezes.

Chen et al. (2009) investigaram a purificagdo de trés exo-inulinases e duas endo-
inulinases a partir do caldo de cultura Aspergillus ficuun INSP5-06 por precipitagdo em
sulfato de amonio, coluna cromatografica DEAE cellulose, coluna cromatografica
Sepharose CL-6B e eletroforese. As massas moleculares de Exo I, Exo II, Exo III, Endo
I ¢ Endo II foram determinados em 70 kDa, 40 kDa, 46 kDa, 34 kDa e 31 kDa
respectivamente.

Treichel et al. (2009) avaliaram a purificacdo da enzima inulinase de
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 através de coluna Streamline 25 com
adsorvente Streamline DEAE obtendo um fator de purificagdo de 7,06 e um rendimento
de 91 %. Um fator de purificacdo de 2,53 vezes e um rendimento de 46,2 % na
purificacdo de inulinase recombinante de Pichia guilliermondii através de cromatografia
em coluna Ni Sepharose 6 Fast Flow foi encontrada por Zhang et al. (2009). Arrizon et
al. (2010) realizaram a purificacio de fructanase produzida por Kluyveromyces
marxianus através de ultrafiltracdo com membrana de 100 kDa seguida de coluna Mono
Q Sepharose anionic, obtendo uma recuperagdo de 51 % e um fator de purificagdo de

12,3 vezes.

2.3 TECNOLOGIA DE MEMBRANAS

Durante as ultimas trés décadas, as membranas atrairam a aten¢ao de quimicos,
engenheiros quimicos, de alimentos e biotecnologos, devido a seu principio de
separacao unico, ou seja, o transporte seletivo e eficiente separacdo comparada com

outras unidades de operacdo. Membranas tém sido tradicionalmente utilizadas para
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espécies de separacdo de diferentes tamanhos tais como proteinas, caldos de
fermentacdo e separacdo de componentes de baixa massa molecular (SAXENA et al.,
2009).

Uma membrana pode ser definida como uma interface, usualmente heterogénea
que age como uma barreira restringindo total ou parcialmente o transporte de espécies
moleculares e i0nicas, presentes em solugdes liquidas ou vapores (SAXENA et al.,
2009).

A primeira vantagem para a industria de alimentos apareceu quando membranas
de osmose inversa foram desenvolvidas para a purificagdo de agua, processo conhecido
como dessalinizagdo. Apds esta aplicacdo, membranas foram introduzidas em diversos
processos convencionais, como por exemplo, concentracdo pela ultrafiltracdo ao invés
da evaporacdo. Membranas permitem o desenvolvimento de processos e produtos
inteiramente novos. Entre os principais beneficios do uso de membranas na industria de
alimentos, pode-se citar: separacao de moléculas e micro-organismos, auséncia de dano
térmico aos produtos e baixo consumo de energia (HABERT, 2006, SAXENA et al.,
2009).

Durante as duas ultimas décadas, novos modulos de membranas e sistemas tém
sido desenvolvidos especialmente para satisfazer os requisitos da induastria de

biotecnologia (SAXENA et al., 2009).

2.3.1 Processo de separacio com membranas (PSM)

O que distingue o processo de separacao por membranas de outras técnicas de
separacao ¢ a utilizagdo de uma outra fase, a membrana. Esta fase, solida, liquida ou
gasosa, introduz uma interface entre o volume das duas fases envolvidas na separagdo e
pode originar vantagens de eficiéncia e seletividade (Mulder (1997)). Um esquema de

separagdo por membranas ¢ apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Representacdo esquematica do processo de separagdo por membranas

(Adaptado de Mulder (1997)).

O uso desta tecnologia para separar, clarificar, purificar e concentrar representa
uma das ferramentas mais poderosas da agroindustria da atualidade, ¢ vem sendo muito
estudada com o objetivo principal de reduzir os custos de produgdao (TASSELI et al.,
2007).

O meio filtrante ou barreira seletiva (membrana) sdo utilizadas nos PSM sob a
acdo de uma for¢a motriz, os quais podem promover a separacdo de determinados
componentes de uma solucdo ou suspensdo. O liquido que permeia através da
membrana ¢ denominado de permeado e a fracao retida ¢ denominada de concentrado
(MULDER, 1997, SCHNEIDER, 2001).

Além da possibilidade de separacdo de substincias termolabeis, os PSM
apresentam ainda uma série de vantagens que os permite competirem com as técnicas
classicas de separagdo. Habert et al. (2006) apresentam algumas vantagens do

processamento utilizando a separa¢do por membranas:
» FEconomia de Energia: Os processos de separagdo por membranas, em sua

grande maioria, promovem a separagdo sem que ocorra mudanca de fase. Neste

sentido sdo processos energeticamente favoraveis.
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»  Seletividade: A seletividade é outra caracteristica importante dos processos de
separacdo com membranas. Em algumas aplicagdes estes processos se

apresentam como a Unica alternativa técnica de separacao.

"  Separacio de Compostos Termolabeis: Normalmente, os processos de
separagdo por membranas sdo operados a temperatura ambiente, podendo ser
aplicados no fracionamento de misturas envolvendo substancias
termossensiveis. Por este motivo eles t€ém sido amplamente empregados na
industria farmacéutica e de alimentos e, mais recentemente, como uma
alternativa na purificagdo de produtos ou recuperacdo de células em

biotecnologia.

» Simplicidade de Operag¢do e Escalonamento: Ao contrario da maioria dos
processos de separagdo, os PSM apresentam, ainda, a vantagem de serem
extremamente simples do ponto de vista operacional ¢ em termos de

escalonamento (scale up).

Os PSM tém sido utilizados nos mais diferentes setores de atividade. Na Tabela
2 sdo apresentados exemplos dessas aplicagoes.

A principal vantagem da utilizacdo dos processos de separacdo com membranas
na industria de alimentos se deve ao fato da separagdao nao requerer a utilizagao de calor,
mudancas de fase ou pH. Assim, separacdes envolvendo proteinas ou outros compostos
termoldbeis, como vitaminas s3o favorecidas, uma vez que se podem preservar
nutrientes e constituintes de aroma e sabor, importantes para a qualidade do produto
final. No processamento de sucos, por exemplo, a osmose inversa pode ser utilizada
para a concentragcdo do suco em lugar da evaporagdo convencional, eliminando o sabor
de “cozido” presente em muitos dos sucos processados industrialmente (MULDER,
2000; HABERT et al., 20006).

Os PSM sao considerados como uma alternativa mais econdmica e que podem
ser ajustados para se conseguir alta produtividade e pureza ao mesmo tempo. O

processo de UF ¢ o que mais tem sido testado para a purificagao de proteinas.
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Tabela 2. Exemplo de aplicagdes dos PSM

Area Aplicacdes
Quebra o azeotropo bezeno/hexano;
Quimica Recuperacao de H>-Sintese da Amonia;

Fracionamento CO,/CH,.

Biotecnologia e
Farmacéutica

Separacao de substincias termolabeis;
Desidratagdo de etanol;

Purificacdo de enzimas;
Fracionamento de proteinas;
Esterilizacdo de meios de fermentacao;
Bioreatores a membrana.

Alimenticia e

Concentragdo de leite;
Concentragdo de soro de queijo;

Bebidas Concentragdo de suco de fruta;
Clarificagdo ¢ desalcoolizagdo de vinhos ¢ cervejas.
Dessalinizagdo de aguas;
Eliminacédo de tragos de organicos;
Tratamento L
, Tratamento de esgotos municipais;
de aguas

Desmineralizacdo de H,O para caldeiras;
Agua ultrapura para indstria eletronica.

Tratamento de Dejetos

Separagdo agua-odleo;
Recuperacdo de ions metalicos-Couro;

Industriais Recuperagido de proteinas-Laticinio;
Tratamento aguas-Papel ¢ Celulose.
Rim artificial-Hemodialise;
.. Pulmao artificial-Oxigenadores;
Medicina £

Ar enriquecido com oxigénio;
Esterelizagdo de solucdes injetaveis.

Fonte: Habert et al., (2006).

As membranas de UF possuem diametro de poro variando de 1 a 100 nm, o que

exige diferengas de pressdo através da membrana variando de 2 a 10 bar para que sejam

obtidos fluxos permeados suficientemente elevados para que o processo seja

industrialmente viavel (LIU et al., 2007; SAXENA et al., 2009; HABERT et al., 2006).

Solugdes contendo solutos numa ampla faixa de massa molar (10°-10° Da)

podem ser tratadas pelo processo de ultrafiltragio (HABERT et al., 2006). Em

biotecnologia, este processo ¢ amplamente utilizado para separagdes de misturas

protéicas onde a relacdo de massa molar das proteinas €, em geral, menor que 7-10. No

entanto, através da otimizacdo das condi¢des operacionais e fisico-quimicas da UF ¢

possivel obter boas separacdes de proteinas similares (FEINS e SIRKAR, 2004; VAN

REIS e ZYDNEY, 2001).
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A habilidade de retencdo das membranas de UF ¢ definida com base em sua
Massa Molecular de Corte (MWCO). Embora esta seja uma escolha arbitraria quando
outras condi¢des sdo consideradas, como a concentracdo de alimentagdo, pressdo
transmembrana, pH, entre outras, o MWCO tem sido adotado pela maioria da
comunidade que utiliza UF, uma vez que este fornece um bom ponto de partida
(GHOSH, 2003; SAXENA et al., 2009).

Desde o desenvolvimento das membranas de UF nos anos 1960, milhares de
membranas diferentes sdo comercializadas. A maioria das membranas ¢ composta por
duas ou mais camadas, sendo uma camada superficial com aproximadamente 10 um que
confere seletividade a membrana, enquanto que as demais de natureza microporosa
conferem suporte mecanico, sendo que o tamanho de poro aumenta progressivamente.
Sabe-se que as propriedades de separagdo de membranas porosas também dependem de
outras propriedades fisicas incluindo porosidade e distribuicdo do tamanho dos poros
(FIELD et al., 2009; GHOSH, 2003).

As membranas de UF tém sido tradicionalmente confeccionadas a partir de uma
variedade de polimeros sintéticos como polietersulfona, polisulfona, acetato de celulose
e celulose regenerada, por serem quimicamente inertes e térmicamente estaveis.
Entretanto, estas membranas poliméricas sdo suceptiveis a degradagdo quimica, por
solugdes de limpeza fortemente acidas ou alcalinas levando a uma reducao significante
na vida util da membrana. Ainda, algumas membranas poliméricas tém estabilidade
mecanica limitada levando a uma reduc¢do na permeabilidade a altas pressoes (VAN
REIS E ZYDNEY, 2001; SAXENA et al., 2009).

Embora a UF tenha sido extensivamente investigada, a purificacdo de proteinas
por UF, no entanto, ainda ¢ um desafio e necessita de maior esfor¢co de pesquisa, para se
obter membranas mais seletivas e otimizar os parametros fisico-quimicos relacionados a
interacdo entre proteinas, que afetam diretamente o fluxo e a seletividade, como o pH e
a concentracdo de sais. Existe pouco conhecimento do papel de cada soluto que esteja
envolvido na separagdo. A maior parte dos estudos publicados em bioseparacdes trata
de misturas protéicas conhecidas e se baseia em resultados empiricos, dificultando a sua
extrapolacao para outros sistemas.

2.3.2 Composi¢cio das membranas
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Uma grande variedade de materiais pode ser usada no preparo de uma
membrana. As membranas baseadas em ésteres de celulose apresentam limites
referentes a temperatura (50 °C) e ao pH (3 a 8), baixa resisténcia ao crescimento
microbiano e baixa durabilidade. Membranas mais resistentes podem ser preparadas
com polimeros como poliamidas, poliimidas, polisulfonas, poliarilsulfonas, polifluoreto
de vinilideno, nylon e policarbonato, entre outros. Estes materiais sdo mais resistentes
que os ésteres de celulose, porém alguns sdo menos resistentes ao cloro. O uso de
membranas inorganicas tem crescido nos ultimos anos. Estas sdo formadas por 6xidos
de silicio, aluminio, zirconio ou titanio, sendo possivel a formagdo de estruturas
microporosas bem variadas, bem como um controle adequado de distribuicdo de
tamanho de poros nas membranas. As membranas inorgénicas suportam altas pressoes,
solugdes com pH entre 0 e 14 e temperaturas superiores a 40 °C. No entanto, estas
apresentam baixa plasticidade apresentando grande fragilidade (MULDER, 2000; DI
LUCCIO, 1997; JULIANO, 2000).

As membranas sintéticas comerciais, em sua grande maioria, sdo preparadas a
partir de materiais poliméricos com caracteristicas quimicas e fisicas variadas. Alguns
dos principais materiais poliméricos utilizados no preparo de membranas sao: acetato de
celulose, polisulfona, polietersulfona, poliacrilonitrila, polieteramida e policarbonato
(HABERT, 2006).

De um modo geral, as propriedades mais desejaveis para as membranas sdo a
permeabilidade, seletividade, resisténcia mecanica, estabilidade térmica e resisténcia
quimica. Em alguns casos, a escolha do material que compde a membrana afeta os
fluxos e rejeicdo, devido a adsor¢cdo de solutos presentes na alimentacdo, como por
exemplo, proteinas que podem ser adsorvidas em membranas preparadas com materiais

hidrofobicos (MULDER, 2000).
2.3.3 Caracteristicas das membranas

Algumas caracteristicas das membranas microporosas sdo determinantes para se
obter a separagdo desejada como a porosidade, espessura, distribuigdo de diametro de

poro e a permeabilidade. Estas caracteristicas dependem do material e da técnica

empregada no preparo da membrana (MULDER, 2000; DI LUCCIO, 1997).
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A porosidade consiste na relacao entre a parte solida e os poros da membrana. A
porosidade pode ser relativa apenas a parte superficial, ou ainda se referir a toda a
membrana, sendo calculada a partir da razdo densidade da membrana/densidade do
polimero. Quanto maior a porosidade da subcamada, menor sera a resisténcia ao fluxo
de solvente através da membrana. Uma maior porosidade superficial ndo implica
necessariamente em reducao da rejei¢do de um determinado soluto, uma vez que o
aumento na porosidade pode ser devido ao maior nimero de poros € ndo a um aumento
em seus diametros médios (MULDER, 2000; HABERT et al., 2006)

A resisténcia das subcamadas pode depender da sua porosidade e de sua
espessura. Para membranas com as mesmas caracteristicas morfoldgicas, quanto maior a
espessura da subcamada, maior a resisténcia ao fluxo de solvente. As membranas
industriais usualmente sdo depositadas sobre um suporte macroporoso para aumentar a
sua resisténcia mecanica. Esta nova camada acrescenta uma nova resisténcia as
subcamadas, que pode contribuir para a resisténcia global da membrana (MULDER,
2000; JULIANO, 2000).

A determinacdo do didmetro dos poros de uma membrana ¢ fundamental para a
sua caracterizagdo. O valor determinado representa a média dos diversos tamanhos
desses poros. Esta determinagdo experimental pode ser feita por meio de Microscopio
Eletronico de Varredura, de porosimetria de mercurio, de porosimetria de deslocamento
de liquido e de uso de solugdes de polimeros polidispersos (ZEMAN e ZYDNEY, 1996;
RODRIGUES, 2002).

As medidas de permeabilidade permitem quantificar o fluxo de permeado nas
condi¢des de operagdo do processo, bem como avaliar a rejeicio da membrana aos
solutos de interesse. O fluxo permeado normalmente é expresso em L/m’h ou kg/m*h. A
permeabilidade pode ser definida como o fluxo de permeado normalizado pela pressao
transmembrana. As permeabilidades de dgua tipicas de membranas de osmose inversa
sd0 menores que 50 L/m*h.atm, de 50 a 500 L/m*h.atm para membranas de UF e acima
de 500 L/m*h para membranas de microfiltragio. A permeabilidade a dgua é uma das
determinagdes simples, uma vez que nao ¢ destrutiva, e ¢ fundamental na caracterizacio
de uma membrana, servindo como parametro de controle, indicando o grau de limpeza e

da integridade (DI LUCCIO, 1997; MULDER, 2000).
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2.3.4 Filtracao transversal (dead-end) versus tangencial

A filtragdo transversal (dead—end) ¢ usada na separacdo de particulas suspensas
imisciveis maiores que 10 um. Estes processos utilizam o modo de operagdo frontal, ou
seja, o fluido escoa perpendicularmente ao filtro. No caso de uma solucdo sendo
processada em modo frontal, materiais em suspensdo sdo retidos, acumulando-se na
superficie do filtro. Trata-se de um processo essencialmente transiente, uma vez que a
concentracdo de solidos proximos ao filtro aumenta com o tempo. Isto gera um
problema: a medida que o processo evolui, os sélidos retidos formam uma camada
espessa ou “torta”, tornando o processo bastante lento (DZIEZAK, 1990).

As aplicagdes de filtragdo por membranas incluem a separacdo de solutos
dissolvidos e de misturas gasosas. Uma de suas principais caracteristicas ¢ que, além da
operacdo classica frontal, podem ser operados em escoamento tangencial. Neste modo
de operacdo, o fluido ¢ escoado paralelamente & membrana enquanto o permeado ¢
arrastado transversalmente a mesma. O escoamento tangencial promove arraste dos
solidos acumulados, minimizando os efeitos indesejaveis do acimulo de particulas e
possibilitando operacdo do sistema em regime estacionario. Ou seja, o fluxo de
permeado pode manter-se constante com o tempo, porém a um valor menor do que o
fluxo que o solvente puro teria nas mesmas condi¢des de pressdo, temperatura e
velocidade de operagdo. A Figura 2 esquematiza o modo de operagdo da filtragdo
convencional (fluxo perpendicular) e da filtracao tangencial (cross flow).

Em processos de filtracdo tangencial, a parte da solu¢do que ndo atravessa a
membrana (retido ou concentrado) ¢ geralmente recirculada com o objetivo de extrair a
maior quantidade possivel de permeado e/ou concentrar determinado(s) componente(s)

do retido.
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Figura 2. Esquema de modo de operagao de filtracao frontal (dead-end) (a) e tangencial
(b). Adaptado de: HABERT et al.,(2006).

2.3.5 Fenomenos envolvidos no processo

Para se alcangar uma separagdo particular via um processo com membrana, o
primeiro passo ¢ desenvolver uma membrana apropriada. Entretanto, durante uma
separacao real em processos movidos pela pressao, o desempenho da membrana pode
variar expressivamente com o tempo, sendo que frequentemente se observa um

decréscimo do fluxo com o tempo, conforme esquematizado na Figura 3.

Solvente Puro

AP constante

“Fouling”

Solugéo (H,0 + soluto)

oo

Polarizagdo
de
Concentragao

Fluxo Permeado

L
Tempo

Figura 3. Comportamento do fluxo como uma fun¢do do tempo (HABERT et al,
2006).

O declinio do fluxo pode ser causado por diversos fatores, como o fenomeno da
polarizagdo de concentragdo, adsorcdo de solutos, formacdo da camada gel e
entupimento dos poros. Todos esses fatores induzem a resisténcias adicionais ao
transporte através da membrana. A extensdo desse fenomeno ¢ fortemente dependente

do tipo de processo com membrana e da solugdo de alimentacdo empregada. A escolha
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do material ¢ baseada em muitos casos na prevencao do fouling e na facilidade de
limpeza da membrana durante o uso (MULDER, 2000).

Fouling ¢ um fendmeno no qual a membrana adsorve ou interage de alguma
maneira com o soluto da corrente de alimentacdo, resultando numa diminui¢ao do fluxo
e/ou aumento da rejeicdo de soluto pela membrana. Ao contrario da camada gel
polarizada o fouling geralmente ndo ¢ reversivel nem dependente do tempo. Como
resultado da interacdo entre a membrana e diversos solutos presentes na solucao, ou até
mesmo entre solutos adsorvidos na membrana e solutos presentes na corrente de
alimentacdo, o fouling pode ser resultado de trés fatores principais, ou da interagio entre
eles: as propriedades do material constituinte da membrana, as propriedades do soluto e
os parametros operacionais (CHERYAN,1998; BASSO, 2007).

Costa et al. (2006), estudando os mecanismos de fouling em ultrafiltragdo por
matéria organica natural, observaram que, nos estagios iniciais de filtracdo, as
membranas de ultrafiltragdo mais permeaveis tiveram uma diminui¢cdo no fluxo um
pouco mais rdpida do que membranas de menor porosidade, quando operando sob o
mesmo fluxo inicial de permeado. No caso das duas membranas de acetato celulose,
uma de 10 nm e outra de 2 nm de didmetro de poro, observou-se que o fouling foi o
mecanismo dominate em relagdo ao bloqueio dos poros da membrana, no inicio do
processo de UF. No caso de ultrafiltragdes mais longas, hd uma transicdo no mecanismo
de bloqueio de poro de fouling para a formacdo de uma torta bloqueando os poros da
membrana. Esta transi¢do ocorre primeiramente na membrana mais permeavel,
indicando que a matéria organica natural coloidal bloqueia primeiramente os poros da
membrana de maior porosidade.

A polarizacdo de concentragdo consiste em um fendmeno reversivel, causado
pelo aumento da concentragdo de solutos rejeitados pela membrana na regido proxima a
superficie desta. Apos certo tempo condi¢des de estado estaciondrio serdo estabelecidas
e o acumulo de soluto ou particulas na superficie da membrana podem afetar o fluxo de
permeado de formas distintas. Primeiramente, o soluto acumulado pode gerar um fluxo
osmotico contra o gradiente de pressao, reduzindo o fluxo de permeado. Este efeito é
mais pronunciado quando se processam solutos de baixa massa molecular, embora
algumas proteinas sejam capazes de aumentar o fluxo osmoético em virtude das altas

concentragdes atingidas na superficie da membrana. A camada de soluto pode ainda
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atingir uma concentra¢do tdo elevada que promove a formacdo de uma camada gel,
criando uma nova resisténcia ao transporte. O acumulo de soluto, transportado até¢ a
superficie por convec¢do massica, leva a formacdo de um gradiente de concentracdo na
superficie da membrana, contrario ao gradiente de pressdo O gradiente de concentracao
provoca o movimento difusivo dos solutos da superficie da membrana para o seio do
fluido, aumentando a resisténcia ao transporte na diregdo do permeado. Quanto maior a
camada de polarizacdo, menor sera o fluxo. Nos processos de UF e microfiltragdo, esse
fenomeno ¢ mais acentuado devido aos altos fluxos de solvente. (MULDER, 2000;

ZEMAN e ZIDNEY, 1996).

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base no que foi apresentado neste capitulo, pode-se observar que a
purificagdo de inulinase por processos de separacdo com membranas (PSM) ¢ uma
aplicacdo com potencial interesse na industria de alimentos. O isolamento e purificagao
de proteinas de produtos de biorreatores e outras correntes de processo ¢ uma tarefa
reconhecidamente desafiadora em termos técnicos e econdmicos. Estudos sobre a
utilizagdo de ultrafiltragdo para a purificacdo de inulinases de Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571, ndo sdo ainda disponiveis na literatura.

A presente revisdo demonstrou o grande potencial de aplicacdo da precipitagdo e
dos PSM especificamente da UF para a concentragdo de proteinas, remocdo de
compostos de baixa massa molar de solugdes protéicas, além do fracionamento destas
solugoes.

Os altos custos do uso de cromatografia utilizada na purificacdo de proteinas
justificam a busca por processos mais eficientes € econdmicos, no caso precipitacio e
PSM. No entanto, estudos aprofundados sobre aplicacdes dos PSM na purificagdo de
inulinase ndo foram encontrados na literatura, motivando a proposta do presente

trabalho.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo sdo apresentadas as descricdes dos materiais utilizados, aparato

experimental e os procedimentos adotados para obtencdo dos dados experimentais.

3.1 PRODUCAO DE INULINASES

O micro-organismo utilizado foi a levedura Kluyveromyces marxianus NRRL Y-
7571, a qual foi previamente reportada como produtora de inulinase e é pertencente ao
grupo GRAS (Generally Recognized as Safe) (MAZUTTI et al., 2007). O micro-
organismo foi mantido a 4 °C em caldo YM contendo: 3 g.L"' de extrato de levedura,
3 g.L"!" de extrato de malte, 5 g.L"' de peptona, 10 g.L"' de glicose ¢ 20 g.L"' de agar. O
meio para o pré-indculo contém: 5 g.L"' de extrato de levedura, 20 g.L"' sacarose, 5 g.L”!
de K,HPO,, 1,5 gL' de NH,CI, 1,15 gL' de KCl ¢ 0,65 g.L"' de MgS0O,.7H,0. Cada
tubo de caldo YM foi transferido para um erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de
meio, o qual foi incubado a 30 °C, 150 rpm por 24 horas (MAZUTTI et al., 2007) .

O meio sélido usado como substrato em FES para a produgdo de inulinase foi
composto por bagago de cana suplementado com 15 % (p/p) de melago de cana pré-
tratado, 30 % (p/p) de agua de macera¢do de milho (AMM) e 20 % (p/p) de farelo de
soja, cuja composicdo foi definida em trabalhos anteriores, onde o processo foi
conduzido em micro-escala (MAZUTTI et al, 2006; 2007). O bagaco de cana,
adquirido numa destilaria artesanal localizada no Municipio de Marcelino Ramos - RS,
foi seco sob temperatura ambiente e triturado mecanicamente, de maneira a uniformizar
o tamanho de particulas. A dgua de maceracdo de milho (AMM) foi adquirida na Corn
Products Internacional — Mogi Guacu (SP); o melago de cana foi adquirido na Refinaria
Ester — Campinas (SP) e o farelo de soja foi adquirido na empresa Olfar — Erechim
(RS). A umidade inicial dos substratos foi corrigida para 65 % conforme otimizada em
trabalho anterior (MAZUTTI et al, 2006). O melagco de cana foi pré-tratado
preparando-se uma solugdo 200 g.L' em 4cido sulfirico pH 5,0. Esta solugdo
permaneceu em repouso por 24 horas. Apos esse periodo, o pH final foi ajustado para
4,0 com é&cido sulfurico. A solug¢do resultante foi centrifugada a 15000 x g por 15

minutos a 4 °C (SGUAREZI et al., 2008).
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As fermentagdes foram realizadas num biorreator de leito fixo com capacidade
util de 3 kg de bagaco de cana seco. A unidade experimental consiste basicamente de
um cilindro metalico (34 cm de diametro e 50 cm de altura) conectado a uma linha de ar
saturado com agua. O umidificador de ar, o qual fornece ar com umidade relativa em
torno de 95 %, consiste de um cilindro de PVC disposto horizontalmente antes da
entrada do ar no biorreator. Ar seco, fornecido por um compressor de ar, foi bombeado
diretamente dentro do umidificador usando um difusor, onde o ar permanecia em
contato com a agua por um tempo suficiente para que fosse obtido ar imido nas
condi¢des de processo. O ar proximo da saturagdo, na temperatura de operacdo, entra na
base do biorreator, percorrendo todo o leito, até sua saida no topo. A Figura 4 apresenta
um diagrama esquematico do biorreator de leito fixo utilizado no desenvolvimento deste
trabalho.

O biorreator foi carregado com 2 kg de bagaco de cana devidamente
suplementado. A umidade dos substratos foi corrigida para 65 % (Base seca - p/p) e
autoclavado a 121 °C por 15 minutos. As fermentagdes iniciaram com um volume de
inoculo correspondente 14 g de massa inicial de células (MAZUTTI et al., 2010). Todos

os experimentos foram conduzidos por 24 horas.

Figura 4. Diagrama esquematico do biorreator de leito fixo empregado neste estudo: a-
compressor; b- umidificador; ¢ — controle de vazdo, temperatura e umidade; d —

sensores de temperatura; ¢ — medidor de CO,, temperatura e umidade.
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Apoés as fermentagdes em biorreator de leito fixo, a atividade de inulinase foi
determinada em trés diferentes alturas do biorreator, com coleta de amostras a 0-10 cm,
10-30 cm e 30-40 cm.

A inulinase foi extraida do meio através da adi¢do de 100 mL de tampao acetato
de sédio 0,1 M pH 4,8, seguindo com a incubagdo a 50 °C, 150 rpm por 30 minutos
(BENDER et al., 2008). A atividade enzimatica foi determinada no sobrenadante, apds

a filtracao dos solidos conforme item 3.2.

3.2 ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimdtica foi determinada realizando diluicdo na propor¢do de
1:10, 1 mL de extrato enzimatico pra 9 mL de 4gua de dgua destilada. Foi adicionado
0,5 mL desta solugdo diluida em 4,5 mL de uma solucdo 2 % (p/v) de sacarose em
tampao acetato de sodio (0,1 M pH 4,8) a 50 °C (MAZUTTI et al., 2006). A liberagao
de agucares redutores totais (ART) foi medida pelo método DNS (4cido 3,5-
dinitrosalicilico) (MILLER, 1959). Para cada amostra, foi realizado um branco para
corrigir a liberacdo de agucares devido a hidrdlise ndo enzimdtica. Uma unidade de
inulinase corresponde a quantidade de enzima que libera 1 pmol de ART por minuto nas
condig¢des do ensaio. Os resultados foram expressos em termos de unidades de inulinase

por grama de solidos seco (U/gss).

3.3 DETERMINACAO DE PROTEINA TOTAL

A concentragdo de proteina total foi determinada pelo método de Bradford et al.

(1976), usando albumina de soro bovino (ASB) como padrio.
3.4 PRE-CONCENTRACAO DO EXTRATO ENZIMATICO POR PRECIPITACAO
3.4.1 Precipitacdo com Sulfato de Amoénio ((NH4):SOy)

No intuito de pré-concentrar a enzima, o extrato enzimatico foi centrifugado a

5000 rpm por 20 minutos a 5 °C em centrifuga refrigerada. O precipitado foi descartado

e o sobrenadante foi utilizado para a recuperagao da enzima.
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Todas as operagdes foram realizadas a 5 °C. O ensaio de precipitacdo foi
realizado com a adi¢do de 100 mL de extrato enzimatico bruto em béquer de 500 mL,
ao qual foi acrescentado sulfato de amonio (Vetec) na saturacdo de 20 e 65 %. O béquer
contendo a referida mistura foi mantido a 5 °C em banho de gelo, com agitacdo
constante, controlando-se o pH em 7,0 com adi¢do de NaOH 20 %. O extrato
enzimatico acrescido do sal foi transferido para tubos de centrifuga e mantido a (-10 °C)
durante 5 h. Transcorrido este tempo, este foi centrifugado (4 °C; 8000 rpm, por 30
minutos), possibilitando a separacdo da fracao protéica. O sobrenadante foi descartado e
parte do precipitado foi ressuspendida com quantidade minima de tampao fosfato de
sodio 100 mM pH 7,0 e parte foi ressuspendida com tampao acetato 100 mM pH 4,8.
Parte do precipitado ressuspendido com tampao acetato foi dialisado com 2500 mL de
tampao acetato 100 mM pH 4,8 por uma noite (SHU et al., 2006, MENONCIN ef al.,
2008, GILL et al., 20006).

3.4.2 Precipitacido com etanol

O extrato enzimatico foi centrifugado a 5000 rpm por 20 minutos a 5 °C em
centrifuga refrigerada. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi utilizado para a
recuperagdo da enzima.

Inicialmente determinou-se a atividade enzimatica do sobrenadante para o
calculo do rendimento. Uma solucdo aquosa de etanol refrigerada foi adicionada gota a
gota, em uma aliquota do extrato bruto a uma taxa de alimentagdo determinada,
utilizando uma bomba peristaltica (Masterflex). A solu¢do do extrato enzimatico foi
mantida a 5 °C durante todo o processo sob agitacdo constante. Apds a adicao de etanol,
o precipitado resultante foi centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos a 5° C. O
precipitado foi coletado e dissolvido em tampao acetato de s6dio 100 mM pH 4,8
(RISSO et al., 2009). A atividade enzimatica e a proteina total foram determinadas em
todas as fragdes conforme procedimento descrito nos itens 3.4 e 3.5. Os efeitos da
concentragao de etanol e taxa de alimentacdo (vazdo) foram analisados pela técnica de
planejamento de experimentos e analise de superficie de resposta utilizando um

delineamento composto central rotacional 2> (DCCR), totalizando 11 experimentos.
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A técnica de planejamento de experimentos ¢ uma ferramenta estatistica que
permite determinar as varidveis que exercem maior influéncia no desempenho de um
determinado processo, assim como avaliar possiveis inter-relagdes entre varidveis de um
processo. Além disso, essa ferramenta também permite otimizar o sistema em estudo,
com o objetivo de maximizar ou minimizar uma resposta. A principal vantagem da
utilizagdao desta ferramenta ¢ a redu¢ao do numero de experimentos € a consequente
reducdo de custos (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

As faixas de concentragdo e vazao estudadas estdo apresentadas na Tabela 3. Os
niveis foram definidos com base em trabalho anteriores do grupo de pesquisa (RISSO et
al., 2009). Os resultados foram analisados utilizando o software Statistica 8.0 (Stat Soft

Inc. Tulsa, OK, EUA).

Tabela 3. Variaveis e niveis estudados no planejamento fatorial completo 2°, para

otimizacao da recuperacao enzimatica.

Variaveis Independentes / Niveis -1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentragao de etanol (%) 10 23,1 55 86,9 100
Vazao (mL/min) 0,09 2,97 10 17 19,9

3.5 MEMBRANAS

Para a realizagdo dos processos de separagao foram utilizadas membranas planas
poliméricas comerciais (Osmonics e Millipore) de diferentes materiais ¢ Massas
Moleculares de Corte (MWCO). A Tabela 4 mostra as principais caracteristicas de todas

as membranas utilizadas neste trabalho.

Tabela 4. Principais caracteristicas das diferentes membranas utilizadas.

Classe Fabricante Polimero MWCO ou Retencio
UF GE-Osmonics Poliétersulfona 30 kDa
UF Millipore Poliétersulfona 50 kDa
UF GE - Osmonics Poliétersulfona 60 kDa
UF GE-Osmonics Poliétersulfona 100 kDa

Antes de serem utilizadas, todas as membranas foram cortadas ao tamanho da
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célula (escoamento transversal ou tangencial), embebidas em etanol por 30 minutos e

imersas em agua deionizada durante a noite.

3.6 ADSORCAO DA ENZIMA PELA MEMBRANA

Este teste foi realizado para verificar o grau de adsor¢do da enzima pelas
membranas. Foram utilizados 2 ¢m® de membrana de 30 kDa (Osmonics) e 50 kDa
(Millipore). Em erlenmeyers de 125 mL foi adicionado 10 mL do extrato enzimatico e a
membrana a ser testada. Os testes foram realizados em triplicata, sendo que cada
erlenmeyer foi mantido a 25 °C sob agitagdo constante, durante 24 horas. Foram
retiradas amostras a cada 8 horas, e o teor de proteina total foi quantificado antes e apds
cada experimento pelo método de Bradford, realizando-se um ensaio controle sem a

adicao da enzima.

3.7 ULTRAFILTRACAO

Na purificagdo dos extratos enzimaticos foram estudadas diferentes estratégias
de ultrafiltracdo sequencial. Nestas estratégias foram avaliadas diferentes membranas
comerciais com corte variando de 30 kDa a 100 kDa (Millipore e Osmonics).

A escolha da membrana mais adequada foi realizada baseada em testes
preliminares utilizando uma célula de escoamento transversal. A membrana escolhida
deve ser aquela que permite o fracionamento da enzima das demais proteinas no extrato,
o que foi quantificado por medidas da atividade enzimatica e proteina total na
alimentacdo, no retido e no permeado em cada teste.

Antes de iniciar os processos de purificacdo da enzima, o extrato enzimatico foi
centrifugado a 5000 rpm por 20 minutos a 5 °C em centrifuga refrigerada. O precipitado

foi descartado e o sobrenadante foi utilizado para os testes de purificagdo.

3.7.1 Ultrafiltracao em célula de escoamento transversal

As amostras de extrato enzimdtico bruto foram submetidas ao processo de

ultrafiltracdo em célula de UF em escoamento transversal, confeccionada em
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polipropileno e acrilico com capacidade de 200 mL. A polarizagdo de concentragdo na
superficie da membrana foi minimizada por um mecanismo de agitacdo composto por
uma barra magnética suspensa a 2 mm acima da membrana, posicionada centralmente
na célula. A célula foi pressurizada com nitrogénio gasoso comprimido, controlado por
um regulador de pressdo e monitorado por um indicador ligado a uma das entradas da
célula.

Todos os ensaios experimentais foram realizados a uma pressao transmembrana
de 1 bar e 5 °C, para evitar a perda de atividade enzimatica. A célula de escoamento
transversal acondiciona uma membrana de 47 mm de didmetro. Um diagrama

esquematico da célula ¢ apresentado na Figura 5.

Figura 5. Diagrama esquematico da cé¢lula de UF.

A atividade enzimatica e proteina total foram analisadas em amostras da
alimentacao, retido e permeado, conforme procedimento descrito nos itens 3.2 e 3.3. Os
volumes de cada fracdo também foram registrados para os calculos de balanco de
massa. Todos os ensaios foram realizados com um fator de concentracao volumétrico de
2 vezes, utilizando 100 mL de extrato enzimatico bruto em cada ensaio. Todos os
ensaios experimentais foram realizados em triplicata.

As membranas testadas foram membranas de UF de poliétersulfona de massa

molar de corte de 30 kDa, 50 kDa, 60 kDa e 100 kDa (Millipore e Osmonics).

3.7.2 Efeito da forca idonica na ultrafiltracao
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O efeito da interagdo soluto-soluto e soluto-membrana foi avaliado por meio da
modificagdo da forga i6nica do extrato enzimadtico. Esta modificagdo foi realizada pela
adicao de NaCl ao extrato enzimatico bruto em diferentes concentragdes: 0 %, 0,62 %,
2,5% e 4,5 % (m/v).

As amostras de extrato enzimatico com a for¢a idnica modificada pela adicdo de
diferentes concentracdes de NaCl foram submetidas ao processo de UF em célula de
escoamento transversal. Todos os ensaios experimentais foram realizados em a 1 bar e 5
°C.

A atividade enzimdtica e proteina total foram analisadas nas amostras da
alimentacao, retido e permeado conforme procedimento descrito nos itens 3.2 e 3.3. Os
volumes de cada fracdo também foram registrados para os calculos de balanco de
massa. Os ensaios foram realizados com um fator de concentracdo volumétrico de 2
vezes. Todos os ensaios experimentais foram realizados em triplicata. A membrana
testada foi a membrana de UF de poliétresulfona de massa molecular de corte de 100
kDa (Osmonics), por apresentar melhores resultados na UF com extrato enzimatico

bruto em escoamento transversal.

3.7.3 Ultrafiltracao em sistema tangencial

O escoamento tangencial visa a reducdo da camada de polarizagdo e,
consequentemente, o acuimulo de material sobre a membrana, reduzindo a possibilidade
de incrustagdes e o efeito de polarizagdo de concentragao.

As amostras de extrato enzimatico bruto ou pré-purificado foram submetidas ao
processo de UF em sistema experimental de fluxo tangencial, o qual consiste
basicamente de um moédulo plano de escoamento folha plana, equipado com uma bomba
de engrenagem (Micropump, Cole Parmer, Vernon Hills, IL, EUA), fluxdmetro
rotametro (Salvi Casagrande, SP, Brasil) e valvula de contrapressdo. Os extratos
enzimaticos foram circulados no sistema com controle de temperatura (5 °C) sob banho
de gelo, com pressdao de um bar em uma vazao de 1 L/min.

A atividade enzimatica e proteina total foram determinadas em amostras da
alimentagdo, retido e permeado conforme descrito nos itens 3.2 e 3.3. Os volumes de

cada fragdo também foram registrados para os célculos de balangco de massa. Todos os
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ensaios foram operados com um fator de concentragdo volumétrica de 4 vezes
utilizando inicialmente 400 mL de extrato enzimdatico bruto ou pré-purificado por
precipitacdo. Todos os ensaios experimentais foram realizados em triplicata.

As membranas testadas foram membranas de UF de poliétersulfona de massa

molar de corte de 30 kDa, 50 kDa, 60 kDa e 100 kDa (Millipore e Osmonics).
3.8 AVALIACAO DAS ESTRATEGIAS DE PURIFICACAO DE ENZIMAS
Fator de Purificacao (FP)

O fator de purificacao FP foi calculado pela Equagao 1.

Ae\' saic
Fp =y xid (1)

esp entrada

Onde: Aep sica € a atividade especifica de enzima no retido ou no precipitado
resuspendido (U/mg); Acyp enada € @ atividade especifica de enzima na alimentagdo

(U/mg) (extrato bruto antes da precipita¢do ou ultrafiltracdo).
Recuperacgdao ou rendimento de enzima (RP)

A recuperagdo da enzima foi calculada pela Equagao 2.

_ i XV iaa
RP = v x 100 )

[Aextrato inicial X inicial ]

Onde: A i € a atividade enzimatica no retido ou no precipitado resuspendido (U/mL);
A exrato micial © @ atividade enzimatica na alimentacdo (U/mL) (extrato bruto antes da

precipitacdo ou ultrafiltracdo); V inicia € 0 volume inicial do extrato adicionado em mL;

Retencdo (% R)

A retencdo da membrana de UF foi calculada em termos de proteina e de

atividade utilizando a Equagdo 3.
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%R =(1——-) x 100
(=2« €)

Onde: Cp ¢ a concentragdo do componente no permeado ¢ Ca € a concentragao do

componente na alimentagao.
3.9 LIMPEZA DAS MEMBRANAS

A limpeza das membranas tem como objetivo a restaura¢do do fluxo para o
processo subsequente, bem como garantir uma maior vida util da membrana. Os
procedimentos a seguir foram realizados para a lavagem da membrana apds seu uso:

1. Recirculagao de solu¢ao de NaOH 0,1 M por 30 minutos;

2. Enxague com 4gua destilada;

3. Recirculagdo de tampao fosfato de sdédio pH 7 por 30 minutos;

4. Recirculagao de solucao de acido fosforico 0,01 %;

5. Enxague com agua deionizada até a neutralizagao.
3.10 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Esta ¢ uma técnica de controle de pureza, onde as moléculas sdo separadas de
acordo com o seu tamanho, forma ou carga. Das muitas técnicas de andlise de proteinas,

a eletroforese em gel ¢ a mais versatil e facilmente aplicavel.
3.10.1 Preparo das amostras

Primeiramente foi adicionado 40 pL de é4cido tricloroacético (TCA) em 100 pL
das amostras a serem aplicadas no gel, contidas em tubos de centrifuga do tipo
eppendorfs. Esta solugdo foi armazenada em freezer durante uma noite. Posteriormente
as amostras foram centrifugadas a 10000 g, 4 °C por 30 minutos, retirado o
sobrenadante, tomando cuidado para que o pellet ndo fosse desfeito. Foi adicionado 100
puL de uma solucdo aquosa gelada de acetona 90 %, a fim de lavar o pellet sem desfazé-
lo, sendo este centrifugado como na etapa anterior. Novamente o sobrenadante foi
removido e adicionado mais 100 uL de acetona 90 % gelada e centrifugado nas mesmas

condi¢des, removendo novamente o sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido com
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50 puL do tampao da amostra (B-mercaptoetanol). Em seguida, as amostras foram

desnaturadas em banho-maria a 100 °C por 10 minutos.

3.10.2 Preparo do gel de resolucio 15 %

Em um béquer foram adicionados 4,925 mL de acrilamida / bis-acrilamida
(30:0,8), 5 mL da solu¢dao tampao Tris-HC1 0,75 M pH 8.8, 75 uL da solugdo de
persulfato de aménio 10 % e 5 pL de tetrametiletilenodiamina (TEMED). Todos estes
componentes foram misturados e transferidos para a célula de eletroforese, deixando
aproximadamente 2,5 cm da célula livre, o restante da célula foi completada com agua
destilada para formar uma linha reta sobre o gel, e deixado-o polimerizar por 40

minutos em temperatura ambiente, apds a polimerizagao do gel a dgua foi retirada.

3.10.3 Preparo do gel de empilhamento 12 %

Em um béquer foi adicionado 0,5 mL de acrilamida / bis acrilamida (30:0,8), 2,5
mL da solucao tampao Tris-HC1 0,25 M pH 6,8, 1,925 mL de 4gua destilada, 75 pL da
solucdo de persulfato de amonio e 7,5 puL de tetrametiletilenodiamina (TEMED). Todos
estes componentes foram misturados e transferidos para a célula de eletroforese, sobre o
gel de resolugdo que ja estava polimerizado. Antes de aplicar o gel de empilhamento, o
pente foi colocado para a formagdo dos pocos para a aplicagdo das amostras.

Depois da completa polimerizagdo do gel de empilhamento (cerca de 30

minutos), o pente foi retirado.

3.10.4 Aplicacdo das amostras

Apos a polimerizagdo do gel as amostras foram adicionadas. No primeiro pogo
foram adicionados 15 pL. do padrdao de massa molar (Fermentas Life Sciences), € nos
outros pogos foram adicionados 20 pnL. das amostras a serem analisadas.

A célula de eletroforese foi acomodada na cuba de eletroforese vertical e

preenchida com tampao de corrida (contendo: 14 g de glicina, 1 g de dodecil sulfato de
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sodio (SDS), 3 g de Tris base ¢ 1000 mL de agua destilada) de modo a cobrir os pogos
do gel de empilhamento. A cuba foi fechada e ligada a uma fonte de alimentacdo de
energia com corrente constante de 30 A e uma voltagem de 250 V, num tempo de
aproximadamente 1 hora para as amostras percorrerem o gel.

Apds a corrida, o gel de empilhamento foi removido, e o gel de resolucdo foi
corado com a solucao corante Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1 % durante uma noite.
Posteriormente o gel foi descorado com aquecimento em 4gua destilada em micro-ondas

até a perfeita visualiza¢do das bandas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados dos testes realizados para a
produgcdo de inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 em FES,

concentracao e purificagdo desta enzima por métodos de precipitagdo e ultrafiltragdo.

4.1 PRODUCAO DE INULINASE

Apos a FES em biorreator de leito fixo, a atividade de inulinase foi determinada
em trés diferentes alturas do biorreator. Em estudos prévios foi verificado diferenga de
atividade entre as zonas, devido a diferentes temperaturas e umidade entre as mesmas
(MAZUTTI et al., 2010). As amostras foram coletadas a 0-10 cm, 10-30 cm, e 30-40

cm e suas respectivas atividades estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Produgdo de inulinase por FES em biorreator de leito fixo em termos de

atividade enzimatica em cada uma das zonas dentro do biorreator.

Zonas do biorreator Atividade U/gss
Superior (30-40 cm) 723,8
Intermedidria (10-30 cm) 537,9
Inferior (0-10 cm) 186,3

A maxima producdo da enzima inulinase foi obtida na zona superior do
biorreator (723,8 U/gss). A producdo da enzima aumentou conforme se aumenta a altura
do biorreator, isto ocorre devido a existéncia de ar seco e baixa umidade nas zonas
superiores do biorreator. Para a realizagdo dos testes de purificacdo foi feita uma
homogenizagdo do extrato enzimatico de todas as zonas do biorreator.

De acordo com os dados apresentados, as atividades encontradas sao
comparaveis aquelas obtidas por Xiong et al. (2007) que alcancaram atividade maxima
de 410 U/gds apds 72 h de fermentagao utilizando 12,7 % de inulina, 10,8 % de AMM e
1,6 % de (NH4),SO., e por Mazutti et al. (2010) que estudaram a produgdo de inulinase
por FES em bagaco de cana em biorreator de leito fixo, e obtiveram uma atividade

maxima de 436 U/gds ap6s 24 horas de fermentagao.
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4.2 PRE-CONCENTRACAO DO EXTRATO ENZIMATICO POR PRECIPITACAO

4.2.1 Precipitaciao com sulfato de amonio (NH,4),SO,

Neste estudo foi utilizada a faixa de concentragdo de 20 ¢ 65 % de saturagdo
com sulfato de amonio. Os resultados obtidos nestas concentragdes estao apresentados

na Tabela 6.

Tabela 6. Atividade enzimatica, proteina total e atividade especifica da inulinase apds

precipitagdo com sulfato de amonio na saturacdo de 65 e 20 %.

Experimentos com Proteina total Atividade
Atividade (U/mL)
saturacao 65 % (mg/mL) Especifica (U/mg)
Teste 1° 12,79 0,05 255,8
Teste 2° 1,0 0,28 3,6
Teste 3¢ 0,48 0,15 3,2
Teste 4 1,64 0,26 6.4
Teste 5° 7,19 0,03 239,7
Experimentos com Proteina total Atividade
Atividade (U/mL)
saturacio 20 % (mg/mL) Especifica (U/mg)
Teste 6 11,20 0,08 140,0
Teste 7¢ 0,28 0,10 2,8
Teste 8" 10,71 0,08 133,9

2Teste 1: extrato enzimatico bruto.

b Teste 2: pH da solugdo ajustado em 7 e precipitado ressuspendido com tampao fosfato de sédio 100
mM pH 7.

¢ Teste 3: pH da solugio ajustado em 7 e precipitado ressuspendido com tampdo acetato de sédio 100
mM pH 4,8.

4 Teste 4: pH da solucdo sem ajuste (proximo a 4,8) e precipitado ressuspendido com tampao acetato de
sodio 100 mM pH 4.,8.

®Teste 5: dialise por uma noite ap6s precipitagdo da enzima.

"Teste 6: extrato enzimético bruto.

¢ Teste 7: pH da solucio sem ajuste (proximo a 4,8) e precipitado ressuspendido com tampdo acetato de
sodio 100 mM pH 4.,8.

" Teste 8: didlise por uma noite apds precipitagdo da enzima.
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ApOs as etapas de precipitacao € esperado um aumento da atividade especifica,
mesmo que este seja pequeno. E interessante notar que houve um decréscimo nas
atividades especificas em comparagdo com o extrato enzimatico bruto, este fendmeno
pode estar acontecendo pela alta saturacdo empregada no experimento fazendo com que
a proteina se desnature, ocorrendo a perda da atividade.

Como a alta saturacdo (65 %) pode estar afetando a estabilidade enzimatica,
decidiu-se testar uma menor saturagdo de sulfato de amonio (20 %). Como os melhores
resultados com sulfato de amonio foram obtidos pela ressuspensdo do precipitado com
tampdo acetato de sodio 100 mM pH 4,8 e didlise na concentracdo de 65 % de
saturacdo, somente estes foram avaliados com a concentragdo de 20 % de saturacdo. A
atividade especifica do extrato enzimatico bruto foi de 135,8 U/mg. Nao houve aumento
na atividade especifica utilizando 20 % de saturacdo, sendo que esta, utilizando didlise
ainda foi menor que 1 U/mg.

Gill et al. (2006) utilizaram precipitagdo com sulfato de amdnio na concentragao
de 40-80 % de saturacdo, seguida por didlise na purificacdo de exo-inulinase de
Aspergillus fumigatus obtendo um rendimento da atividade de 30 % com um fator de
purificagdo de 5,40 vezes. Através do estudo realizado neste trabalho, € possivel
concluir que ndo ocorre recuperacao e possivel purificacdo através da precipitagdo com
sulfato de amonio nas concentragdes de 20 e 65 % de saturacao da enzima inulinase de

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571.

4.2.2 Precipitacio com etanol

A precipitacdo com etanol foi avaliada utilizando-se um delineamento composto
central rotacional (DCCR) 22, cuja matriz e respectivos resultados estdo apresentados na
Tabela 7, que apresenta os valores reais e codificados para as variaveis independentes
(concentracdo e vazdo de etanol) e as respectivas respostas em termos de atividade

especifica, rendimento da enzima e o fator de purificacio.

42



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 7. Matriz do DCCR 27 (valores reais e codificados) e respectivas respostas em

termos de atividade especifica, rendimento da atividade de inulinase e fator de

purificacao.
Atividade Rendimento Fator de
Vazao
Ensaios  Concentracao (%) Especifica Atividade (%) Purificacao
(mL/min)
(U/mg) (FP)
Enzima - - 107,0 100 1,0
bruta
1 -1(23,1) -1(2,97) 185,8 93,6 1,7
2 +1 (86,9) -1(2,97) 180,9 137,8 1,7
3 -1(23,1) +1(17) 117,6 73,1 1,1
4 +1 (86,9) +1(17) 255,2 1440 2,4
5 -1,41 (10) 0(10) 115,5 81,1 1,1
6 +1,41 (100) 0(10) 192,1 152,5 1,8
7 0 (55) -1,41 (0,09) 85,8 161,8 0,8
8 0 (55) +1,41 (19,9) 262.,9 168,5 2,5
9 0 (55) 0(10) 2124 145,6 2,0
10 0(55) 0(10) 214,8 142,6 2,0
11 0 (55) 0(10) 219,0 152,3 2,1

A atividade especifica do extrato enzimatico bruto foi de 107,0 U/mg.
Geralmente ¢ observado um aumento na atividade especifica apds a precipitagdo. As
maiores atividades especificas foram encontradas no experimento 8 (262,9 U/mg),
seguido pelo experimento 5 (255,2 U/mg) e no ponto central (215,4 U/mg). E
interessante notar que na maioria dos casos, a recuperacao da enzima foi superior a 100
%. Isto sugere que a precipitacdo remove os inibidores da enzima. A forte ativacdo da
enzima pode ser devido ao alto teor de metais pesados e outros inibidores da enzima
tipica nos meios de fermentacdo (PORTO et al., 2008). O maior rendimento médio
encontrado foi de 168,5 % no experimento 8. Altos rendimentos também foram obtidos
no experimento 7 e nos pontos centrais. O menor rendimento foi obtido nos
experimentos 3 € 5, em concentragdes mais baixas de etanol, o que sugere que baixas
concentracdes de etanol sdo incapazes de separar a enzima de possiveis inibidores
presentes no extrato.

Exceto no experimento 7, os demais ensaios renderam FP superior a 1,
mostrando que a precipitagdo pode levar a diferentes graus de purificagdo. Os maiores
fatores de purificagio foram obtidos nos experimentos 8, 4 e nos pontos centrais. E

interessante notar que neste trabalho foi possivel obter maiores fatores de purificacao (>
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1,5) do que aqueles comumente relatados na literatura para a etapa de precipitagdo na
purificagao de enzimas (CUI et al., 2007).

A andlise estatistica dos dados experimentais permitiu a validacdo de um modelo
empirico para o rendimento da enzima em fun¢do da concentragdo e da vazao de etanol.

A Equacao 4 apresenta o modelo codificado para a producao de enzima.

Yeue =146,94 +27,04%C —22,42%C? —0,62*V +1,92*V> +6,69 *C*V  (4)

Onde Ycaic € o rendimento da enzima (%), C e V sdo a concentracdo e a vazdo de

etanol, respectivamente.

Os parametros da Equagcdo 4 mostram que a concentragao de etanol afeta de
maneira positiva a recuperagdo da enzima, demosntrando que um aumento na
concentragcdo de etanol, pode ocasionar um aumento na precipitagdo da enzima. No
entanto, convém salientar, que além de certo nivel, elevadas concentragdes de etanol
podem causar perda da atividade da enzima devido a desnaturagdao. Um estudo sobre a
produgdo de inulinase relatou o uso da concentragdo de etanol de 70 % como um
procedimento adequado, mas ndo mostrou um estudo sistematico quanto a este aspecto
(RISSO et al., 2009). Este fato ressalta a importancia desta etapa no presente trabalho.

Para validacao do modelo matematico obtido, foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) apresentada na Tabela 8. O modelo foi validado apresentando um coeficiente
de correlagdo (R) de 0,91 e valor de F calculado maior do que o F tabelado, com 95 %
de confianga.

As Figuras 6 (a) e (b) apresentam a superficie de resposta e curva de contorno
geradas a partir do modelo validado para a recuperacdo da enzima. A andlise desta,
mostra que o rendimento da enzima ¢ mais dependente da concentracdo de etanol do
que a taxa de adi¢do de etanol ao extrato bruto. O efeito de interagdo entre as duas
variaveis independentes avaliadas também foi significativo e maior do que o efeito
principal da vazdo, mostrando que o processo ¢ bastante complexo, uma vez que a taxa
de adi¢do de etanol para o sistema pode aumentar ou diminuir o rendimento da enzima
dependendo da concentragdo do mesmo.

Tabela 8. ANOVA para o rendimento da atividade enziméatica como resposta para o

DCCR.
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Fonte de Soma dos Graus de Quadrados Fcalculado
Variacao Quadrados Liberdade Médios
Regressao 9267,79 5 1853,56 5,16
Residuo 1794,94 5 358,99
Total 11062,73 10
Fubs 5,05 = 5,05 R=0,91
19,9
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Figura 6. Superficie de resposta para o rendimento da purificagdo de inulinase (a) e

curva de contorno(b).
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=200
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No presente estudo, optou-se por escolher a concentracao de etanol de 55 % e a

vazao de 10 mL/min para continuidade do trabalho, uma vez que nesta condi¢do, bons

rendimentos da enzima (146,8 %) foram obtidos e do ponto de vista de custos de

processo, 0 mesmo seria mais viavel.

A Figura 7 apresenta o grafico de Pareto com os efeitos estimados das variavéis

independentes avaliadas na resposta fator de purificacao.
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Vazédo (L) r 2782
Concentrac&o (L) | 2614
Concentragdo x Vazao r 2193
Concentragéo (Q) ¢ -1858
Wazdo (Q) -11.18
D=:0I5

Efeito Estimacdo (Valor absoluto)
Figura 7. Grafico de Pareto para os efeitos das variaveis estudadas sobre o fator de

purificacio.

Uma analise da Figura 7 permite verificar que tanto a vazdo quanto a
concentragdo de etanol apresentam efeitos positivos e de similar grandeza no fator de
purificacdo (p<0,05). Novamente, a interacdo entre as duas variaveis também
apresentou um efeito positivo, o que aumenta a complexidade da analise de ambos os
efeitos, ou seja, se uma variavel tem seu nivel aumentado, enquanto a outra ¢ reduzida,
o FP também pode diminuir. Os efeitos da vazdo no fator de purificacdo podem estar
diretamente relacionados com a taxa de precipitagdo da enzima. Se a vazdo e
concentracdo de etanol sdo muito baixas, a taxa de precipitagdo ¢ baixa e a enzima
talvez nao precipite. Se o fluxo e a concentragdo de etanol sao muito altos, alguns dos
inibidores de proteinas podem ser arrastados com a enzima, o que pode diminuir o FP.

Além disso, o excesso de alcool pode causar a desnaturacdo da enzima.

4.3 ADSORCAO DA ENZIMA PELA MEMBRANA
Visando verificar o grau de adsor¢do da enzima pelas membranas foram

realizados os ensaios apresentados na Tabela 9. Os valores referem-se a médias de

triplicatas e respectivos erros padrdo. Os resultados foram submetidos a analise de
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variancia seguida de teste de Tukey com comparagdo realizada de 2 maneiras distintas:
comparacao entre os tempos na mesma membrana, € apds verificacdo se havia diferenca
entre as membranas de uma forma global, foi realizada uma comparagdo tempo a tempo
entre as duas membranas. Pode-se concluir que ndo houve diferencga estatisticamente
significativa entre os tempo de amostragem utilizando-se ambas as membranas.
Comparando os tempos ¢ as membranas utilizadas, foi observada diferenga e assim,
comparando-se por tempo entre as membranas, pode-se concluir que somente no tempo
de 24 horas houve diferenca, mostrando que a adsor¢do pode ser considerada

desprezivel.

Tabela 9. Grau de adsor¢do da enzima pelas membras de 30 e 50 kDa.

Tempo (h) Membranas (kDa)
30 50
0 0,11*+0,01 0,114 +0,01
8 0,11**£0,02 0,12*4+0,01
16 0,11*+0,01 0,122 +0,01
24 0,09°* £0,01 0,14°® +0,01

*letras minusculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey na coluna e letras

maiusculas iguais ndo diferem entre si na linha (p<0,05).

4.4 PURIFICACAO ENZIMATICA

A concentragdo e purificagdo do extrato enzimatico de Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571 foi realizada pelo processo de UF, visando a reteng¢do das
proteinas do extrato e eliminagdo de substincias indesejaveis de baixa massa molar. Os
extratos enzimaticos foram submetidos a concentragdo e¢ ao fracionamento utilizando

diferentes estratégias de UF detalhadas e discutidas a seguir.

4.4.1 Ultrafiltracao em célula de escoamento transversal
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Os resultados da concentracao e fracionamento do extrato enzimatico obtido por
FES em célula de escoamento transversal sao apresentados na Tabela 10. Os resultados

sdo médias de triplicatas e o erro experimental foi sempre inferior a 5 %.

Tabela 10. Resultados da ultrafiltragdo do extrato de inulinase em célula de escoamento

transversal.
Resultados / Membranas 30kDa 50kDa 60kDa 100 kDa

Perda Volumétrica (mL) 2 3 2,67 1,67
Recuperagio Total da Enzima % 103,94 102,46 97,34 143,54
Recuperacdo da Enzima no Retido % 102,54 100,06 96,31 140,14

Recuperacao da Enzima no Permeado % 1,40 2,40 1,03 3,40

Fator de Purificacdo Baseado no Retido 1,46 1,56 1,48 1,83

Fator de Purificagdo Baseado no Permeado 0,12 0,11 0,06 0,11
Retencdo da Atividade % 97,20 95,21 97,94 92,86
Retencdo da Proteina % 76,34 56,05 65,24 41,32

Fator de Concentracao Volumétrico 2,08 2,13 2,11 2,07

Fator de Concentracao da At Enzimatica 2,14 2,13 2,03 3,22

Fator de Concentracao da Ptn Total 1,46 1,36 1,38 1,59
Recuperagio da Proteina no Retido % 70,03 64,03 65,14 77,27
Recuperacao da Proteina no Permeado % 11,83 21,98 17,38 29,34
Recuperacao da Proteina Total % 81,86 86,01 82,52 106,61

Os resultados de recuperacdo da proteina foram sempre inferiores a 100 %,
sugerindo que ocorre perda de proteinas na membrana, possivelmente devido a
formagdo da camada de gel na superficie desta (GHOSH e CUI, 2000). No entanto, ¢
interessante notar que os resultados de recuperacgdo total da atividade foram superiores a
100 % para as membranas de 30 kDa, 50 kDa e 100 kDa. Esse comportamento sugere
que os inibidores podem ter sido removidos no processo, o que levaria a ativacdo da
enzima.

A retengdo de proteina total seguiu a tendéncia esperada de diminuigdo de
retengdo com o aumento do MWCO, exceto para a membrana de 50 kDa, que
apresentou uma retengdo menor que a esperada. Uma vez que esta membrana foi obtida
de um fornecedor diferente (Millipore) das membranas de 30 kDa, 60 kDa e 100 kDa
(Osmonics), as retengdes observadas podem variar dos valores nominais, devido a
variagdes na producdo da membrana e nos métodos de determinagdo do corte. A
retencdo da atividade foi alta (> 90 %) para todas as membranas, indicando que a

enzima ¢ uma proteina de alta massa molecular ou um agregado de proteinas. Além
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disso, a camada de incrustacdo na superficie da membrana também pode atuar como
uma membrana dindmica, aumentando a retencdo. Como resultado da maior retengao, o
fator de purificagcdo (FP) do permeado foram baixos, enquanto o FP calculado para o
retido foram superiores a 1. O maior FP foi obtido com a membrana de 100 kDa,
mostrando seu potencial para fracionar a inulinase de proteinas inativas.

O gel SDS-PAGE das fragdes apresentadas na Tabela 10 ¢ mostrado na Figura 8.
Uma pequena variagao no perfil de proteina pode ser observada quando o extrato bruto
(coluna 2), em comparacdo com os demais tratamentos, mesmo quando um maior fator
de purificagdo foi obtido (FP = 1,83, coluna 7). A concentragdo global das proteinas do
extrato foi observada quando as amostras passaram por UF, mesmo as proteinas de
baixa massa molecular parecem estar concentradas. Isto pode ser devido a polarizagao
de concentragdo e fouling, fendmeno que ocorre na superficie da membrana. As
proteinas que sdo retidas pela membrana podem formar uma camada de gel na
superficie da membrana, que atua como uma segunda membrana dinamica, aumentando

a retencao de proteina, como ja observado por outros autores (GHOSH e CUI, 2000).

Figura 8. SDS-PAGE das diferentes fragdes protéicas obtidas por permeagao de extrato
enzimatico em célula de escoamento transversal. Da esquerda para a direita: Linha 1:

marcador de massa molecular (de cima para baixo) 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50,

49



RESULTADOS E DISCUSSAO

40, 30, 25, 20, 15 e 10 kDa. Linha 2: extrato enzimatico bruto (Kluyveromyces
marxianus). Linha 3: extrato enzimatico comercial (Aspergillus niger). Linha 4: retido
em membrana de 30 kDa. Linha 5: retido em membrana de 50 kDa. Linha 6: retido em

membrana 60 kDa. Linha 7: retido em membrana de 100 kDa.

4.4.3 Efeito da forca ionica na ultrafiltracao

O efeito da forca idnica na permeabilidade foi avaliada pela adicdo de diferentes
concentracdes de NaCl no extrato bruto e os resultados estdo apresentados na Tabela 11.

E interessante notar que o aumento da concentracio de NaCl causou uma
diminui¢do na recuperacgdo total da atividade e também na recuperacao de proteina total.
Por outro lado, a manutencdo da atividade e proteina total aumentou, assim como o FP.
Outros autores também observaram um aumento na retencdo de proteinas com o
aumento na forga idnica como a albumina de soro bovina (ASB), lisozima (LYS) e
hemoglobina (BECHT et al., 2008; TENG et al., 2006; LIN et al., 2008).
Tabela 11. Efeito da forga ionica sobre a ultrafiltragao do extrato de inulinase em célula

de escoamento transversal com membrana de 100 kDa.

Concentracao de NaCl (mol/L)

Resultados / Concentracoes 0% 0,62% 25% 45%
Perda Volumétrica (mL) 1,67 2 5 1
Recuperacao Total da Enzima % 143,54 101,39 85,33 89,43
Recuperacdo da Enzima no Retido % 140,14 97,95 83,36 87,66
Recuperacao da Enzima no Permeado % 3,40 3,44 1,97 1,78
Fator de Purificacdo Baseado no Retido 1,83 1,48 2,41 2,90
Fator de Purificacao Baseado no Permeado 0,11 0,23 0,25 0,22
Retencao da Atividade % 92,86 93,12 96,06 96,45
Retencgao da Proteina % 41,32 70,21 84,21 83,78
Fator de Concentracdo Volumétrico 2,07 2,08 2,22 2,04
Fator de Concentra¢ao da At Enzimatica 3,22 2,04 1,85 1,79
Fator de Concentracdo da Ptn Total 1,59 1,38 0,77 0,62
Recuperacao da Proteina no Retido % 77,27 66,03 34,65 30,26
Recuperacao da Proteina no Permeado % 29,34 14,90 7,90 8,11
Recuperacao da Proteina Total % 106,61 80,92 42,55 38,38

Em misturas de proteinas, interacdes de soluto nao dependem apenas da
magnitude da carga superficial, mas também na espessura da dupla camada elétrica. A

adi¢dao de NaCl reduz a espessura da dupla camada elétrica e, portanto, reduz a atracao

50



RESULTADOS E DISCUSSAO

eletrostatica de algumas proteinas, reduzindo seu tamanho e aumentando a
permeabilidade das membranas (BECHT et al., 2008; LIN ef al., 2008). Neste caso, as
proteinas ndo ativas podem ter sua permeabilidade aumentada pela adigdo de NaCl, o

que levou a um maior fator de purificacao.

4.4.4 Ultrafiltracao em sistema tangencial

Os resultados da concentracao e fracionamento do extrato enzimatico obtido por
FES em sistema tangencial sdo apresentados na Tabela 12. Os resultados sao médias de
triplicatas e o erro experimental foi sempre inferior a 5 %.

Tabela 12. Resultados de ultrafiltracdo do extrato de inulinase em sistema tangencial.

Resultados / Membranas 30kDa 50kDa 60kDa 100 kDa
Perda Volumétrica (mL) 3,50 3,50 2 8,3

Recuperagdo Total da Enzima % 98,71 96,01 93,93 79,51
Recuperacdo da Enzima no Retido % 95,61 92,54 91,30 76,19
Recuperacao da Enzima no Permeado % 3,11 3,48 2,62 3,32
Fator de Purificacdo Baseado no Retido 2,82 2,68 2,53 1,99
Fator de Purificagdo Baseado no Permeado 0,08 0,09 0,05 0,03
Retencdo da Atividade % 95,87 95,37 96,50 95,18
Retencdo da Proteina % 43,82 43,36 36,21 42,50
Fator de Concentracao Volumétrico 421 4,15 4,08 3,65
Fator de Concentracao da At Enzimatica 4,03 3,84 3,73 2,78
Fator de Concentracao da Ptn Total 1,43 1,43 1,41 1,39
Recuperagio da Proteina no Retido % 33,99 34,51 36,07 38,32
Recuperacao da Proteina no Permeado % 42,14 42,49 47,84 40,44
Recuperacao da Proteina Total % 76,12 76,99 83,91 78,77

Novamente, a recuperagdo da atividade foi maior no retido que no permeado,
indicando alta retencdo da enzima, o que ¢ confirmado pelos resultados da retencao de
atividade. Os valores de recuperagdo da atividade no retido foram menores no sistema
tangencial do que os obtidos na célula de escoamento transversal. Este fato pode ser
devido a perda de atividade enzimatica causada pela tensdo de cisalhamento devido ao
bombeamento do extrato enzimatico, através do sistema. Outras investigagdes serao
necessarias para elucidar este comportamento.

A recuperagdo global da proteina total (permeado + retido, média = 79 %) foi
menor do que as recuperagdes obtidas na célula de escoamento transversal (média = 87

%). Embora estes resultados parecam bastante promissores, este comportamento pode
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ser explicado pelas diferentes incrustagdes entre os dois sistemas. Becht et al. (2008)
mostraram que o sistema de fluxo tangencial pode apresentar baixa mistura de solutos
em compara¢do com a mistura em células de escoamento transversal, o que aumenta a
concentracdo de soluto junto a superficie da membrana, resultando em menor rejeigao
de soluto observada. Portanto, a polarizacdo de concentragdo foi mais acentuada no
sistema tangencial em comparacdo com o sistema de escoamento transversal,
aumentando assim as perdas de proteina na superficie da membrana.

Como resultado, as retengdes de proteina total observadas foram inferiores em
moédulo de sistema tangencial e maiores fatores de purificagdo foram obtidos. O
comportamento do FP com o MWCO seguiu uma tendéncia inversa, quando comparado
com a célula de escoamento transversal, ou seja, o maior FP foi obtido com a membrana
de 30 kDa (2,82). Este resultado pode estar relacionado com a discussdo anterior sobre a
polarizagdo da membrana, que diminuiu a reten¢do. Proteinas contaminantes podem ser
mais permeaveis do que a enzima e, portanto, aumenta o FP, quando aumenta o
MWCO, a permeacdo de inulinase também aumenta, causando a perda no desempenho
da purificagao.

O gel SDS-PAGE das fragdes apresentadas na Tabela 12 ¢ mostrado na Figura 9.
Foi observada uma pequena varia¢ao no perfil de proteina do extrato bruto (linha 2) em
comparagdo com os demais tratamentos. Uma comparacdo com um extrato enzimatico
comercial foi realizada (linha 3 da Figura 9) e mostra que o extrato comercial ndo tem

um elevado grau de pureza conforme o esperado.
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Figura 9. SDS-PAGE das diferentes fragdes protéicas obtidas por permeacao de extrato
enzimatico em sistema tangencial. Da esquerda para a direita: Linha 1: marcador de
massa molecular (de cima para baixo) 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20,
15 e 10 kDa. Linha 2: extrato enzimatico bruto (K/uyveromyces marxianus). Linha 3:
extrato enzimatico comercial (Aspergillus niger). Linha 4: retido em membrana de 30
kDa. Linha 5: retido em membrana de 50 kDa. Linha 6: retido em membrana 60 kDa.

Linha 7: retido em membrana de 100 kDa.

4.4.6 Precipitacao com etanol seguida de ultrafiltracio em sistema tangencial

A Tabela 13 apresenta os resultados das fragdes enzimaticas obtidas apds a UF
dos extratos enzimaticos precipitados com etanol na concentracdo de 55 % e uma vazao
de 10 mL/min.

Tabela 13. Resultados dos extratos enzimaticos ultrafiltrados em sistema tangencial

apos precipitacdo com etanol.

Resultados / Membranas 30kDa 50kDa 60kDa 100 kDa

Perda Volumétrica (mL) 5 8 3 10,50
Recuperagdo Total da Enzima % 103,40 87,48 74,16 68.79
Recuperacdo da Enzima no Retido % 102,87 87,02 73,36 68,04
Recuperacao da Enzima no Permeado % 0,53 0,46 0,80 0,75
Fator de Purificacdo Baseado no Retido 5,31 3,04 3,73 5,53
Fator de Purificagdo Baseado no Permeado 0,01 0,01 0,02 0,01
Retencdo da Atividade % 99,30 99,38 98,93 99,01
Retencdo da Proteina % 48,15 44,67 50 29,93

Fator de Concentracao Volumétrico 421 4,35 4,12 4,49
Fator de Concentracao da At Enzimatica 433 3,78 3,03 3,02
Fator de Concentracao da Ptn Total 1,27 1,71 1,56 1,31
Recuperagdo da Proteina no Retido % 30,12 39,33 37,94 29,36
Recuperacao da Proteina no Permeado % 38,88 41,50 37,50 52,56
Recuperacao da Proteina Total % 69,00 80,83 75,44 81,92

O extrato foi precipitado com as condi¢gdes do ponto central do planejamento
experimental (concentracdo de 55 % de etanol, em uma vazao de 10 mL/min), uma vez
que poderia resultar em um bom rendimento ¢ FP, como observado anteriormente.

A recuperagdo da enzima aumentou apds a precipitagdo do etanol confirmando
os resultados do planejamento experimental. Este fato pode ser atribuido a eliminagao

de possiveis inibidores que poderiam ter permanecido em solugdo, enquanto que a
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enzima foi precipitada. A influéncia do etanol sobre as enzimas pode variar em funcao
da natureza da proteina que ¢ precipitada. No presente estudo, o etanol ndo diminuiu a
atividade de inulinase, mas, por exemplo, Cui ef al. (2007) demonstraram que o etanol
poderia causar uma diminuicdo na estabilidade transglutaminase. O aumento no
rendimento da enzima também foi observado por outros autores, que também
correlacionaram este comportamento com a remocao de inibidores (PORTO et al.,
2008; CORTEZ et al., 2004). Até agora, nenhum estudo prévio de precipitacdo com
solvente mostrou resultados semelhantes.

Apobs a precipitacdo, a enzima pré-purificada foi concentrada e fracionada por
UF em sistema tangencial, utilizando as membranas de 30 kDa, 50 kDa, 60 kDa e 100
kDa. A etapa de UF causou uma pequena queda no rendimento da enzima devido a
perda de enzima na superficie da membrana, caracterizada pelo entupimento ou a
formagdo do gel de proteinas. No entanto, um bom fator de purificagdo pode ser obtido
(5,53 vezes) apdés a UF com membrana de 100 kDa. Possivelmente as proteinas
contaminantes permeiam a membrana preferencialmente, enquanto que a enzima foi
retida, aumentando a sua pureza.

Os fatores de purificagdo e os rendimentos encontrados no presente estudo sao
comparaveis e superiores aos relatados por outros autores. Ohta et al. (2002) relataram
um FP de 4,6 e um rendimento de 72 % apds a UF da inulinase de Rhizopus sp. Zhang
et al. (2004) encontraram um FP de 4,8 ¢ um rendimento de 11 %, mesmo apds a
precipitagdo de uma enzima recombinante com sulfato de amonio seguido de
cromatografia de troca ionica. Outros autores relatam FP de apenas 2,53 e rendimento
de 46 %, apds a purificagdo de uma enzima recombinante por cromatografia de
afinidade (Zhang et al. 2009). Sharma et al. (2007) encontraram um FP de 4,0 e
rendimento de apenas 9,1 % apds a purificagdo da inulinase de Streptomyces sp. por
precipitacdo com sulfato de amoénio, seguido por cromatografia de troca idnica. Essas
comparagdes mostram que este estudo apresenta uma estratégia de purificagdo que €
simples e mais eficaz do que algumas técnicas de cromatografia.

O gel SDS-PAGE das fragdes apresentados na Tabela 13 ¢ mostrado na Figura
10. Uma pequena variagao no perfil de proteina pode ser observada entre o extrato bruto
(linha 2), e os extratos obtidos nos demais tratamentos, mesmo quando um maior fator

de purificacdo foi obtido (FP = 5,53, linha 4). A banda na regido de 100-120 kDa ¢
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intensificada, sugerindo que esta pode se referir a inulinase. A concentragdo global das
proteinas do extrato foi observada quando as amostras passaram por ultrafiltracdo,
mesmo as proteinas de baixa massa molecular parecem estar concentradas. Isto pode ser
devido a polarizagdo de concentracdo e fouling, fendmeno que ocorre na superficie da
membrana. As proteinas que sdo retidas pela membrana podem formar uma camada de
gel na superficie desta, que atua como uma segunda membrana dinamica, aumentando a

reten¢do de proteina, como j& observado por outros autores (GHOSH e CUI, 2000).
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Figura 10. SDS-PAGE das diferentes fracdes do extrato enzimatico: Linha 1:
marcador de massa molecular (de cima para baixo) 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60,
50, 40, 30, 25, 20, 15 e 10 kDa . Linha 2: extrato bruto. Linha 3: extrato enzimatico,
apos precipitacdo com etanol 55 %/10 mL / min. Linha 4: extrato enzimatico apods
precipitacio com etanol 55 %/10 mL / min seguido por ultrafiltracio em
membrana de 100 kDa. Linha 5: extrato enzimatico apo6s ultrafiltracio com

membrana de 100 kDa.
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5. CONCLUSOES

A purificacdo de inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571
produzida por FES utilizando precipitagdo com sulfato de amoénio, etanol e UF foi
estudada neste trabalho. A ultrafiltragdo dos extratos enzimaticos foi avaliada
empregando mddulo de escoamento tangencial e modulo de escoamento transversal.

Além de ndo ser capaz de aumentar o fator de purificacio da inulinase, a
precipitacdo com sulfato de amonio forneceu baixos rendimentos de enzima, o que pode
estar ligado a desativagdo enzimatica pela alta forga i6nica do meio.

O uso de etanol como agente precipitante forneceu fatores de purificacdo de 2 a
2,5 vezes, dependendo da concentracdo de etanol e da taxa de adi¢do deste ao extrato
bruto.

Ainda, a precipitacdo com etanol causou ativagdo da enzima, possivelmente
devido a remocao de inibidores. A melhor condi¢ao encontrada foi a concentragao de 55
% de etanol em uma vazao de 10 mL/min.

A UF do extrato enzimatico permitiu obter um fator de purificagdo de 1,83
vezes em modulo de escomento transversal com membrana de 100 kDa e de 2,82 vezes
em modulo de escoamento tangencial, utilizando uma membrana de 30 kDa. O aumento
da forca i6nica influenciou positivamente o fator de purificacdo, que aumentou de 1,83
para 2,90 vezes quando foi utilizada uma concentragdo de 4,5 mol.L™' de NaCl em célula
de escoamento transversal com uma membrana de 100 kDa.

Quando se utilizou uma estratégia de purificacdo baseada na precipitagdo com
etanol (concentracdo de 55 % de etanol e vazdo de 10 mL/min) seguida por
ultrafiltragdo ( sistema tangencial, temperatura de 5 °C, pressdo = 1 bar e uma vazao de
1 L/min ), os resultados mostraram que foi possivel obter um FP de 5,53 vezes em
relagdo ao extrato bruto, valor comparavel a alguns trabalhos que utilizam técnicas
cromatograficas. Desta forma, este estudo mostra que ¢ possivel se obter um grau
razoavel de purificagdo, com alto rendimento, utilizando processos simples e menos

custosos que técnicas cromatograficas.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir das observagdes constatadas durante o desenvolvimento deste trabalho,
podem-se sugerir os seguintes desdobramentos para estudos futuros nesta area:
» Avaliar com mais detalhes os fenomenos da polarizagdo de concentragdo e
incrustacao (fouling).
» Testar diferentes membranas e geometrias, como fibras-ocas.
» Desenvolver estudos da utilizagdo de membranas de afinidade para a

purificacdo de inulinases.
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