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RESUMO

As mais importantes lactases, em termos de interesse biotecnologico, sdo aquelas
produzidas por leveduras do género Kluyveromyces, que sao intracelulares e, em sua
maioria, sao obtidas por fermentacdo em cultura submersa. Esta técnica, assim como
a maioria dos processos biotecnoldgicos, envolve a necessidade de purificagcao de
proteinas e peptideos a partir de uma variedade de fontes. Neste contexto, uma das
técnicas mais notavelmente promissoras € a cromatografia de modo misto, que
permite interagdes idnicas e hidrofébicas simultaneamente entre o adsorvente e o
adsorbato. O objetivo do presente trabalho foi estudar a viabilidade da recuperacéao e
purificacdo da enzima (-galactosidase, produzida por meio de processo fermentativo
e utilizando o micro-organismo Kluyveromyces lactis, por técnica de cromatografia de
modo misto. Operacgdes unitarias de precipitacdo proteica e dialise foram também
realizadas com o intuito de concentrar a enzima de interesse e eliminar detritos
celulares e outros interferentes advindos do meio de fermentacéo, o que ocasionaria
uma diminui¢do do rendimento do processo. A producgao se apresentou satisfatoria,
com uma meédia de valores de concentracdo de enzimas totais de 0,45 mg/mL,
atividade enzimatica de 67 U/mL, atividade especifica de 167,9 U/mg. O Fator de
Purificagdo obtido foi de 1,17. Uma precipitacado seguida de diadlise foi realizada e a
posterior corrida cromatografica em leito fixo com esse material rendeu valores de
recuperacao de 41,0 e 48,2% de proteina total e atividade total, respectivamente. A
analise de eletroforese SDS-PAGE confirmou a evolugao do processo de purificagao
no decorrer das operagdes unitarias, atestando a viabilidade do emprego das técnicas
utilizadas para obteng¢ao de enzimas com consideravel grau de pureza com alto valor

comercial agregado.

Palavras-chave: [(-galactosidase. Cromatografia de Modo Misto. Purificagdo de

Biomoléculas.
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ABSTRACT

The most important lactases, as far as biotechnological interest is concerned, are
those produced by Kluyveromyces yeasts, which are intracellular and currently
obtained mostly by submerged-state fermentation. This technique, just as the
mainstream biotechnological processes, involves a need for protein and peptide
purification from a variety of sources. In this context, one of the most promising notable
techniques that can be highlighted is Mixed Mode Chromatography, which allows
simultaneous ionic and hydrophobic interactions between the adsorbent and the
adsorbate. Thus, the aim of this work was to assess the feasibility of recovery and
purification of a Kluyveromyces lactis (-galactosidase, produced via fermentation
process, by employing Mixed Mode Chromatography. Unit operations, such as protein
precipitation and dialysis were also performed in order to concentrate the enzyme of
interest and eliminate cell debris and other interferences inherent in the fermentation
medium, something that would result in a decrease in the process yield. The production
showed satisfactory results, with mean values for total enzyme concentration of 0.45
mg/mL, enzymatic activity of 77 U/mL and specific activity of 167,9 U/mg. The
Purification Factor obtained was 1.17. A precipitation step, followed by a dialysis
process, was performed and the later chromatographic run carried out in fixed bed with
this material yielded recovery values of 41.0 and 48.2% of total protein and activity,
respectively. SDS-PAGE Electrophoresis confirmed the purification evolution
throughout the unit operations employed, confirming the viability of the employment of
the techniques used to obtain an enzyme of considerable degree of purity and

possessing high-added value.

Keywords: B-galactosidase. Mixed Mode Chromatography. Biomolecule Purification.
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INTRODUGAO

Enzimas s&o proteinas especializadas na catalise de reag¢des biologicas.
Elas estdo entre as biomoléculas mais notaveis devido a sua extraordinaria
especificidade e poder catalitico, muito superiores aos dos catalisadores
quimicos (LEHNINGER, 2008). A biotecnologia da producédo de enzimas parte
de duas fontes: a natural, formada por tecidos animais e vegetais, de onde as
enzimas podem ser extraidas e usadas in natura, ou extraidas e purificadas; e a
cultivada, constituida de enzimas extraidas de meios de cultivo microbiolégico,
desenvolvidos por técnicas fermentativas (REGULY, 2000). De acordo com o
autor, as vantagens da utilizagcdo de enzimas microbianas sdo a sua
versatilidade, grande aplicagéo e sofisticagdo dos processos que as empregam,
possibilidade de utilizacido de matérias-primas baratas, rendimento de producéao
que podem ser aumentados pelo aprimoramento das linhagens microbianas e a
otimizacao das condi¢cdes de fermentagdo. Essas enzimas podem ser utilizadas
tanto em sua forma livre como imobilizadas, com aplicagdes que sao

comprovadamente bastante promissoras para esta ultima forma.

Entre esses catalisadores, encontra-se a [(3-galactosidase (ou lactase),
que é uma importante enzima utilizada industrialmente na hidrolise da lactose de
leite e soro de queijo. E empregada em larga escala industrial, sendo a industria

de alimentos sua principal consumidora.

As caracteristicas dos sistemas biotecnolégicos fazem com que a
biosseparacdo se torne a parte mais onerosa da obtencdo de biomoléculas
(SANTOS et al, 2002). Por este motivo, existe uma necessidade mandatoéria de
se estudar e desenvolver novas técnicas e procedimentos que sejam capazes

de realizar biosseparacgdes eficientes e, ao mesmo tempo, econdémicas.

A lactase produzida por Kluyveromyces lactis € intracelular, e, por isso ha
uma necessidade de rompimento celular e uma posterior purificacdo para a
obtencao da enzima de interesse. Neste contexto, uma das técnicas promissoras
que pode ser empregada com esta finalidade é a adsor¢do, onde a proteina se
liga a um adsorvente por interagbes idnicas e/ou hidrofébicas e é eluida

posteriormente para recuperacgao.



Assim sendo, o objetivo geral deste trabalho foi produzir, recuperar e
purificar a enzima -galactosidase oriunda de processo fermentativo utilizando a
levedura K. lactis, com posterior submissdo do material lisado, precipitado e
dialisado a técnica de adsorgcdo em uma coluna cromatografica operando em
leito fixo. Para que se alcangasse esse objetivo, varias metas especificas tiveram

de ser atingidas, a saber:

e Producado, via fermentacdo, da enzima pB-galactosidase pela
levedura Kluyveromyces lactis, tendo o soro de leite como meio de
cultivo;

e Realizagcdo de rompimento celular, com vistas a extracdo da
enzima;

¢ Realizagdo de operagao de precipitagdo com sais de ambnio com
vistas a eliminacdo de impurezas oriundas dos detritos celulares
apos a lise e, por consequéncia, a concentragcdo da enzima de
interesse;

e Realizagdo de operagao de dialise para a retirada dos sais de
amoénio empregados na precipitacéo;

e Aplicacdo de Planejamentos Experimentais para a obtencédo das
melhores condigdes de adsorgao e eluigao;

e Obtencgéo das curvas de breaktrhough com a enzima comercial e
posterior constru¢ao das isotermas de adsorgéo de proteina total e
atividade enzimatica;

e Realizagdo de ensaios em coluna cromatografica com posterior
avaliacdo da técnica por meio de calculos de recuperagao de
proteina e atividade;

e Aplicacao de anadlise de eletroforese apds cada uma das operacgdes
unitarias com o objetivo de se acompanhar a evolugdo da

purificagdo da enzima B-galactosidase.



CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 ENZIMAS

Enzimas podem ser definidas como proteinas especializadas na catalise
de reacdes biologicas. Elas estédo entre as biomoléculas mais notaveis devido a
sua extraordinaria especificidade e poder catalitico, que sdo muito superiores
aos dos catalisadores quimicos (LEHNINGER, 2008). Um catalisador, por sua
vez, € um composto capaz de aumentar a velocidade da reagdo sem alterar a
propor¢ao entre reagentes e produtos encontrada no final da reacédo e sem
serem efetivamente consumidos durante o processo (BORZANI et al., 2005). Por
meio de enzimas, a catalise € realizada em condi¢gdes brandas e, na maioria das
vezes, em solugdes aquosas, sob pressao e temperaturas amenas. Essas sao
algumas caracteristicas que diferenciam as enzimas dos catalisadores quimicos,
sendo a principal delas seu alto grau de especificidade em relagéo ao substrato
(VIEIRA, 2009). As limitacbes existentes na obtencdo de produtos e
intermediarios de interesse comercial podem ser associadas aos tipos de
catalisadores quimicos empregados, que sao pouco versateis e exigem altas
temperaturas para atingir razoavel velocidade de reacdo. Além disso, possuindo
baixa especificidade, geralmente fornecem produtos de composigdo quimica
mista ou produtos contaminados, que requerem uma etapa posterior de
purificacdo (KRAJEWSKA, 2004). Vale ressaltar, porém, que tanto os
catalisadores quimicos, como os bioldgicos, perdem gradualmente sua atividade

ao participar das reacgdes que catalisam.

Biocatalise ou biotransformacgdo sao processos nos quais um catalisador
biologico é utilizado para converter um substrato por um numero limitado de
etapas enzimaticas. Para que este processo de biotransformacao seja eficaz, é
necessaria a analise detalhada dos fatores que condicionam o desenvolvimento

e otimizagao integrada de um processo biotecnoldgico (AIRES-BARROS, 2002).

Os principais consumidores industriais de enzimas estao listados na Tabela
1.1 (BORZANI et al., 2005).



Tabela 1.1 Principais industrias consumidoras de enzimas

Industria Consumo (%)
Detergentes 40 -45
Processamento de amido 20-25
Laticinios 12-15
Cervejarias 2-4
Suco de frutas / vinhos 3-5
Panificacao 1-2
Téxtil e papel 4-6
Couro 1-2
Farmacéutica 6-10

Fonte: Borzani et al. (2005)

Para que se possa ter uma ideia da magnitude desse setor, o mercado de
enzimas no Brasil, ja em 2005, era avaliado em US$ 147,2 milhdes (3% do
mercado internacional), sendo que 20,6 milhdes em exportagdes e 126,6 milhdes
em importagbes, considerando enzimas industriais e terapéuticas,
medicamentos contendo enzimas e kits de diagndstico a base de enzimas. Deste
total de 147,2 milhdes de ddlares, 86% correspondiam a importagdes, indicando
grande desvantagem tecnoldgica e estratégica (BON, 2006). Os valores atuais

certamente sdo ainda maiores, visto a comprovada expansao desse mercado.

A biotecnologia da producédo de enzimas parte de duas fontes: a natural,
formada por tecidos animais e vegetais, de onde as enzimas podem ser
extraidas e usadas in natura, ou extraidas e purificadas; e a cultivada, constituida
de enzimas extraidas de meios de cultivo microbiolégico, desenvolvidos por
técnicas fermentativas (REGULY, 2000). De acordo com o autor, as vantagens
da utilizagdo de enzimas microbianas sao a sua versatilidade, grande aplicagéo
e sofisticagdo dos processos que as empregam, possibilidade de utilizagdo de
mateérias-primas baratas, rendimento de produgao que podem ser aumentados
pelo aprimoramento das linhagens microbianas e a otimizagao das condigdes de

fermentacao.

A maioria das enzimas tem aplica¢des vinculadas ao mercado mundial e

podem ser divididas em aplicagdes industriais, enzimas para uso médico,
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analitico e cientifico. As principais aplicagdes industriais encontram-se dentro da
area de biotecnologia, envolvendo microbiologia, bioquimica, genética e

engenharia quimica e de alimentos (BORZ'ANI et al., 2005).

As enzimas utilizadas nos setores industriais nos ultimos anos tem sido,
quase em sua totalidade, produzidas por micro-organismos. A tecnologia e
engenharia enzimatica apareceu como area de investigacdo durante a década
de 60, com a imobilizagado de enzimas para a utilizacdo em processos quimicos
(KRAJEWSKA, 2004).

1.2 B-GALACTOSIDASE

A B-D-galactosidase (B-D-galactosideo, galactohidrolase, E.C. 3.2.1.23),
mais comumente conhecida como lactase, € uma das enzimas mais importantes
empregadas no processamento de alimentos. A enzima catalisa a hidrolise de
residuos terminais ndo redutores de [B-D-galactose em [(-D-galactosideos.
Convencionalmente, a sua principal aplicacdo tem sido na hidrélise da lactose
em leite e derivados, particularmente em soro de queijo. A lactose € um
dissacarideo formado por glicose e galactose que é encontrado no leite
(PEREIRA-RODRIGUEZ, 2012). Em humanos, a intolerancia a lactose é um
problema relativamente comum. De fato, estima-se que a intolerancia a lactose
ocorre em 70% da populagdo mundial adulta, e o leste asiatico tem o maior
nuamero de intolerantes a lactose, com mais de 90% da populagdo (HUSAIN,
2010).

Ma digestao e intolerancia a lactose s&o causadas por insuficiéncia ou n&o
persisténcia de 3-galactosidase no organismo, que resulta de uma diminuigdo da
atividade desta enzima, na membrana de borda da mucosa do intestino delgado
de adultos (JUAJUN et al., 2011). Por esse motivo, existe um vasto mercado
para leite e os produtos lacteos sem lactose ou com baixo teor desse sacarideo,
que pode ser obtido por hidrélise enzimatica utilizando B-galactosidases
(OLIVEIRA et al.,, 2011). A estrutura da enzima € mostrada na Figura 1.1, a

sequir.



Figura 1.1 Base estrutural da enzima B-galactosidase de Kluyveromyces lactis (PEREIRA-
RODRIGUES, 2012).

Além da ma digestéo de lactose, a cristalizagdo desse sacarideo pode ser
um problema em produtos lacteos, como sorvetes e leite condensado. [3-
galactosidases derivadas de organismos de grau alimentar podem ser utilizadas
com sucesso contra estes problemas relacionados com a lactose (JUAJUN et
al., 2011). Os produtos da hidrdlise da lactose, isto €, glicose e galactose, sédo
mais doces e também muito mais solluveis que a propria lactose (GANZLE E
HAASE, 2008). Além disso, a eliminacdo de grandes quantidades de
subprodutos da lactose a partir da fabricagdo de queijo e soro de queijo provoca
sérios problemas ambientais. Estima-se que aproximadamente 160 milhdes de
toneladas de soro de leite sdo produzidos no mundo a cada ano (GUIMARAES
et al., 2010). No entanto, o soro pode ser utilizado como uma fonte de agucares
baratos, renovaveis e fermentaveis apdés a hidrolise catalisada por B-
galactosidase para a produgao de moléculas de valor agregado ou produtos de

larga producao por micro-organismos lactose-negativos (OLIVEIRA et al., 2011).

Além da hidrélise de lactose, B-galactosidases com atividade de
transgalactosilagdo sédo altamente atraentes para a produgdo de derivados de
lactose com valor agregado. Em particular, os galacto-oligossacaridos (GOS),
prebidticos que podem estimular o crescimento bactérias benéficas tais como

lactobacilos e bifidobactérias, estdo cada vez encontrando mais aplicagdes em



alimentos funcionais, como por exemplo, em edulcorantes de baixa caloria em
produtos lacteos fermentados, doces, paes e bebidas (GANZLE E HAASE, 2008;
GOSLING et al., 2010; PARK e OH, 2010).

Muitos organismos sintetizam naturalmente [B-galactosidase, incluindo
animais, plantas e microrganismos. No entanto, a facil manipulagcdo e os
rendimentos promissores obtidos com micro-organismos tém favorecido o
estabelecimento destes como principal fonte para a produg¢ao industrial de B-
galactosidases (PEREIRA-RODRIGUEZ, 2012). Os micro-organismos mais
comuns para a produgcao comercial de lactase sdo os fungos filamentosos
Aspergillus niger e Aspergillus oryzae, as leveduras Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces marxianus e Candida pseudotropicalis e a bactéria Escherichia
coli. Embora as bactérias podem oferecer mais versatilidade, o corroborado
estado GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro) de leveduras como
Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus, e de fungos como Aspergillus
niger e Aspergillus oryzae, ainda os coloca entre as fontes favoritas de B-
galactosidase na biotecnologia de alimentos e na industria farmacéutica (RUBIO-
TEIXEIRA, 2006).

Entre as vantagens tecnoldgicas e ambientais de aplicacdo industrial da
lactase, destacam-se (MANERA, 2006):

e Aumento da dogura, ndo necessitando adicionar outro carboidrato
aos alimentos produzidos;

e Auséncia de cristalizagdo nos produtos congelados (nos sorvetes
pode ser substituido 20% da sacarose por xaropes de lactose
hidrolisada);

e Eliminagdo de lactose de concentrados lacteos, ja que este
dissacarideo pode causar a agregacao da caseina durante o
processo de congelamento;

e O processo de maturagao de queijos pode ser acelerado por meio
da B-galactosidase;

¢ Na adigdo de xarope de soro hidrolisado em iogurtes, a etapa de

pré-evaporagao necessaria para concentrar o leite € dispensada;



e Formacao de GOS durante a hidrolise da lactose, favorecendo o
crescimento da microflora intestinal,

¢ Maior biodegradabilidade do soro quando a lactose e hidrolisada,
devido a alta quantidade de substancias orgéanicas presentes,

representada principalmente pela lactose;

As propriedades da lactase variam conforme sua fonte. O peso molecular
da enzima pode variar de 850.000 Daltons para a enzima de E. coli e até 201.000
e 90.000 Daltons para K. marxianus e A. oryzae, respectivamente. A temperatura
e o pH o6timos de operagcao também diferem de acordo com a preparacéo
comercial particular (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).

O pH operacional é a caracteristica que define a aplicagdo de uma dada -
galactosidase. Ele controla a atividade enzimatica e influencia na estabilidade.
Para o processamento de soro acido ou produtos lacteos fermentados, as
lactases provenientes de fungos filamentosos s&o mais indicadas, pois possuem
o pH 6timo de operacao de 3,0 a 5,0. Ja as [B-galactosidases provenientes de
leveduras possuem pH étimo proximo ao neutro. A atividade maxima da lactase
de K. lactis € obtida em pH 6,0 a 6,9 e de K. marxianus é alcancada em pH entre
6,5 e 7,0, respectivamente. Por este motivo possuem aplicagdo na hidrolise do
soro doce (pH 6,1) e de leite (pH 6,6) (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).

A temperatura 6tima de operagdo de uma lactase comercial também
depende de sua origem. -galactosidases provenientes de fungos filamentosos
possuem maior atividade e maior estabilidade a temperaturas elevadas que as
lactases de leveduras. As primeiras s&o utilizadas nas hidrolises de lactose entre
50 e 55°C, enquanto que com as ultimas ocorre a desnaturagao da enzima acima
de 40°C.

A B-galactosidase de Kluyveromyces lactis apresenta massa molecular em
torno de 120-150 kDa (ZHOU e CHEN, 2001), sendo, por este motivo,
considerada uma proteina de alta massa molecular. Esta enzima, por sua
elevada atividade hidrolitica, tem sido usada para produzir alimentos livres de
lactose (BEZERRA, 2012). Além disso, durante esta hidrdlise, a produgao de
GOS via transgalactosilagcdo também tem atraido interesse durante os ultimos

anos (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2008).
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A Tabela 1.2 descreve algumas das caracteristicas das (B-galactosidases

microbianas. As enzimas com pH 6timo acido e temperatura 6tima relativamente

alta sdo convenientes para a hidrolise de lactose em soro acido. Comparada com

a lactase de bactérias e leveduras, as fungicas sdo proteinas relativamente

pequenas, que nao requerem ions metalicos para estabilidade ou atividade,

como se pode notar na Tabela 1.2, o0 que € uma grande vantagem no

processamento de alimentos. As enzimas provenientes de leveduras tem um pH

6timo neutro, conveniente para a hidrolise de lactose do leite ou soro doce. Elas

sdo menos estaveis que as fungicas e devem ser usadas somente em

temperaturas moderadas (VIEIRA, 2009).

Tabela 1.2 Propriedades de algumas [3-galactosidases microbianas.

pH Temperatura  Cofatores M. Molec.
Fonte , , Referéncia
Otimo Otima (°C) necessarios (kDa)
Aspergillus Widmer e
2,5-8,0 55-60 Nenhum 124
niger Leuba (1979)
Escherichia Wallenfeus e
] 6,0-38,0 40 Na*, K* 540 Malhotra
coli
(1960)
Mah
Kluyveromyces SIS/
- 6,5-75 37 K*, Mn*, Mg* 200 Witaker
fragilis
(1977)
Cavailles e
Kuyveromyces Na*, Mg*,
6,5-7,5 35 135 Combes
lactis Mn*
(1995)
Penicillium Budriene et
40-5,0 30 Nenhum 120
canescens al. (2005)
Thermus sp. Laedro et al.
6,0 -10,0 70 Nenhum 550
T2 (2002)




1.3 SEPARAGAO E PURIFICAGAO DE BIOMOLECULAS

O desenvolvimento de técnicas e métodos para a purificagéo de proteinas
tem sido um pré-requisito essencial para muitos dos avancgos feitos na area de
biotecnologia. A purificagdo de proteinas varia desde uma simples etapa de
precipitacao até processos de produg¢ao em larga escala. Na maioria dos casos,
mais que um passo de purificacdo é necessario para atingir a pureza desejada.
A chave para uma purificagéo de proteinas bem sucedida e eficiente é selecionar
as técnicas mais adequadas, otimizando o desempenho para que se atenda as
necessidades e combinando tudo de forma a maximizar o rendimento e

minimizar o numero de passos necessarios (AMERSHAM, 2001).

As caracteristicas dos sistemas biotecnolégicos fazem com que a
biosseparacao se torne a parte mais onerosa da producdo de biomateriais
(SANTOS et al, 2002). Para que se tenha uma ideia, existem casos onde a etapa
de downstream é responsavel por 80% dos custos totais da producio
(AMERSHAM, 2001). Por este motivo, existe uma necessidade mandatéria de
se estudar e desenvolver novas técnicas e procedimentos que sejam capazes

de realizar biosseparacgdes eficientes e, ao mesmo tempo, econdémicas.

Nos ultimos anos vé-se uma crescente pressao econdmica na producao
de produtos biotecnolégicos. Desta forma, bioprocessos em geral,
especialmente o0s processos de separagdo e recuperagao (também
denominados de downstream processing), enfrentam uma forte demanda na
intensificagao e integragéo dos passos processuais para aumentar o rendimento,
reduzir o tempo de processo e cortar os custos e gastos excessivos de capital
(CAMPOS, 2007). Nos Estados Unidos, o gasto no setor biotecnoldgico chega a
US$ 400 bilhdes para produtos quimicos e US$ 800 bilhdes para as industrias
alimenticias e mais de US$ 1 trilhdo nas industrias de Biomateriais (Simon e
Kotler, 2003).

A maioria dos esquemas de purificacdo envolve alguma forma de
cromatografia. Primeiramente, devido a alta pureza que se pode conseguir
empregando-se esta técnica, assim como também devido a versatilidade e
grande aplicagdo que ela apresenta, o que é altamente vantajoso, em termos

econdmicos e praticos. Como resultado, esta se tornou uma ferramenta
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essencial em cada laboratério onde a purificacdo de proteinas € necessaria.
Diferentes técnicas de cromatografia com seletividades diferentes podem formar

combinagdes poderosas para a purificagao de qualquer biomolécula.

A maioria dos protocolos de purificagdo requer mais do que um passo
para atingir o desejado nivel de pureza do produto. Isto inclui qualquer tipo de
procedimento necessario para transferir o produto, em condi¢gdes adequadas, a
partir de uma técnica para realizar a proxima técnica. Cada etapa do processo
causara alguma perda de produto. Por esse motivo, para alcangar os objetivos
de rendimento e pureza, com o numero minimo de passos e da forma mais
simples possivel, ndo é aconselhavel sobrepor varias etapas até que a pureza
necessaria seja alcangada. Ocasionalmente, quando uma amostra é
prontamente disponivel, esta pureza pode ser obtida simplesmente adicionando
ou repetindo etapas. Contudo, a experiéncia mostra que, mesmo para as
aplicagbes mais exigentes, alta pureza e rendimento podem ser obtidos
eficientemente pouquissimos passos de purificagdo, quando se toma um técnica
adequada e otimizada (AMERSHAM, 2001).

1.4 PURIFICAGAO DE PROTEINAS

Existem 3 etapas basicas em um processo de purificagao de proteinas. Na
fase de captura, os objetivos s&o isolar, concentrar e estabilizar o produto alvo.
Durante a fase de purificagdo intermediaria, o objetivo € remover a maioria das
impurezas mais relevantes, tais como outras proteinas e acidos nucleicos,
endotoxinas e virus. Na fase de polimento, o objetivo é obter elevado grau de
pureza através da remogao de quaisquer vestigios restantes de impurezas ou
substancias afins (AMERSHAM, 2001).

A selegao e combinagao 6tima de técnicas de purificagao para a captura,
purificacdo intermediaria e polimento sdo cruciais para garantir um
desenvolvimento rapido do método, um tempo mais curto para a obtencdo do
produto puro e boa economia (AMERSHAM, 2001).

O processo de purificacido final deve, idealmente, consistir da preparacao

da amostra, incluindo a extracao e clarificacdo, quando necessarias, seguidas
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dos trés principais passos de purificacdo. O numero de etapas dependera

sempre das exigéncias de pureza e da utilizagao pretendida para a proteina.

A cromatografia tem se destacado entre as muitas técnicas de purificagao
e, a adsorcao em leito fixo, especificamente, encontra-se como uma das técnicas
de mais amplo estudo pelo seu custo relativamente baixo e a praticidade e
rendimento que o seu emprego pode trazer. A adsor¢do de biomoléculas em
uma interface liquido-sélido € um fendmeno comum que tem sido amplamente
utilizada em varias areas como biologia, medicina, biotecnologia e
processamento de alimentos (NAKANISHI et al.,, 2001). Especificamente em
processos biotecnoldgicos, a adsorg¢ao tem sido utilizada como uma das etapas

no processo de recuperacao e purificacdo das mais diversas enzimas.

A cromatografia por adsorgdo em leito fixo se baseia na propriedade que
alguns materiais (adsorventes) possuem de reter moléculas (adsorbato) sobre
sua superficie. A busca de adsorventes com elevada capacidade de adsorgéo e
elevada seletividade tem sido um grande desafio no desenvolvimento de
processos de recuperacao e purificagdo de bioprodutos. Varios adsorventes
podem ser usados para este proposito e a escolha de uma deles depende de
suas propriedades, como resisténcia mecanica, estabilidade fisica e quimica,
carater hidrofobico, hidrofilico, capacidade de adsor¢ao e custo (VILLENEUVE
et al., 2000).

Uma das maiores limitacbes desta técnica, porém, € a necessidade de
algumas operagdes unitarias prévias, principalmente quando o material a ser
purificado é advindo de processos fermentativos. A presenca de varios
contaminantes e materiais indesejados, como subprodutos e detritos celulares,
€ altamente prejudicial ao fluxo de operagdo e ao rendimento da técnica de
purificagdo. Entupimento das colunas cromatograficas e competi¢cao pelos sitios
de ligacado do adsorvente (o que, por consequéncia, prejudica a capacidade de
adsorcao da resina) sdo exemplos de inconveniéncias que a presenca desses
materiais podem trazer. Por este motivo, antes de abordarmos as técnicas
cromatograficas propriamente ditas, € necessario discorrer sobre duas etapas
de downstream altamente relevantes e que serdo ativamente empregadas neste

trabalho: a precipitagdo proteica por sais e a dialise.
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1.5 PRECIPITAGAO PROTEICA

Com o rompimento celular, etapa que sera discutida mais adiante (segao
2.1.6) e que se faz necessaria para a extragdo da enzima de interesse, 0 meio
fermentativo acaba se tornando ainda mais contaminado com detritos celulares,
organelas e outros componentes das células do micro-organismo utilizado na
fermentacao. Devido ao fato de esses contaminantes nao serem eliminados na
etapa de centrifugacdo, outras operag¢des unitarias precisam ser empregadas
com este fim, visto que a eficiéncia da adsorg¢ao e o rendimento da purificagéo
podem ser altamente comprometidos na presenca destes detritos. Isso ocorre
porque alguns compostos presentes no meio também apresentam interagdes
com o adsorvente, causando competicao pelos sitios de adsor¢cdo na resina.
Dentre tantos relatos na literatura a esse respeito, podemos destacar o de
Pereira (1999), que relatou a interferéncia de polifendis e de peptideos de baixo
peso molecular na adsorgédo de B-galactosidase em resinas trocadoras de ions.
Também de origem fermentativa, as solugbes foram submetidas a etapas de

ultrafiltracao para a eliminacao destas impurezas.

Entre as técnicas utilizadas com este objetivo especifico, encontramos a
precipitacdo proteica por sais, com destaque para o sulfato de aménio
(NH4)2S0O4. Tal método se baseia nas diferencas de solubilidade que as
proteinas apresentam em funcao da forga ibnica da solugéo. Os sais neutros tém
efeitos profundos na solubilidade das proteinas globulares. Em concentragdes
reduzidas, os sais aumentam a solubilidade de muitas proteinas, um fenbmeno
denominado “solubilizagao por salificacéo”, ou, como comumente denominado,
salting-in. Por outro lado, a medida que a forga ibnica é aumentada, a
solubilidade da proteina se reduz gradativamente. Em forgas ibnicas
suficientemente elevadas, uma proteina pode ser quase completamente
precipitada de sua solugcdo um efeito denominado “precipitacéo por salificacdo”
ou salting-out. A concentragdo elevada de sais pode remover a agua de
hidratacdo das moléculas proteicas reduzindo, dessa maneira, sua solubilidade.
A solucgdo supersaturada de sal comega a consumir a agua presente nas regides

hidrofobicas das proteinas. Estas regides, expostas, interagem entre si,
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formando um aglomerado proteico. Com a aglutinacdo, a densidade do
emaranhado de proteinas aumenta, e estas, por consequéncia, acabam
precipitando. O sulfato de amdnio é o preferido para esta precipitacdo devido sua

elevada solubilidade em agua, que lhe permite produzir forgas ibnicas elevadas.

O fracionamento com sulfato de aménio é usado sempre no inicio do
processo de purificacdo. Este fracionamento ndo nos rende uma purificacédo
muito alta, porém é extremamente util na eliminacbes de impurezas que,

certamente, terdo efeitos sobre a adsorgao.

1.6 DIALISE

Para a retirada dos sais de aménio empregados na etapa de precipitagao
proteica, uma nova operacgao unitaria se faz necessaria: a dialise da amostra.
Embora outras técnicas possam ser empregadas com esse fim (gel filtragcao, por
exemplo), a didlise € um método pratico, simples e barato. E um processo de
separagao que combina a remocao de solutos da amostra com a introdugao de

um novo solvente (que pode ser, por exemplo, agua) na amostra.

A membrana de dialise € a chave do processo. Esta é semipermeavel,
usualmente constituida por acetato de celulose e contém poros de tamanho
conhecido que deixam os solutos de baixo peso molecular passarem, retendo os
compostos de elevado peso molecular (como por exemplo proteinas e acidos
nucléicos). As membranas usadas em laboratorio tém uma espessura de 12-30
um, poros de didmetro na ordem de A, ndo deixando passar solutos maiores do
que 15000 a 20000 Da (MARSHAK, 1996). A membrana deve garantir uma boa
relacdo entre a difusdo dos compostos de baixo peso molecular e a sua

estrutura, de modo a que a separagao seja o mais eficiente possivel.

A solugao a ser purificada, designada por alimentagcéo ou retentato e que
se encontra no estado liquido, contém solvente, solutos de baixa massa
molecular e macromoléculas como por exemplo proteinas ou outro tipo de

solutos. O retentato € a solugdo que € colocada dentro da membrana, ou seja,
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no saco de dialise. A membrana possui a caracteristica de ser microporosa, o
que leva a que os solutos de baixo peso molecular a consigam atravessar, ao
contrario dos restantes constituintes do retentato. Do outro lado da membrana
encontra-se o dialisado, que consiste numa quantidade enorme de solvente ou
de um liquido relativamente ao retentato, onde esta colocada a membrana e que
nao contém quaisquer tipos de solutos. A relagao volume de retentato/volume de
dialisado € um parametro importante a ter em conta, e é favoravel ao processo
que o volume do dialisado seja consideravelmente maior. Ocorre a difusdo de
solutos que conseguem permear a membrana do retentato para o dialisado
devido a forga motriz causada pela diferenca de pressdo osmotica da solugéo
exterior e interior, ou seja, que existe nas duas interfaces da membrana. Nao ha
transporte das macromoléculas, que devido ao seu tamanho ndo conseguem
permear a membrana, ficando retidas na solucgdo inicial de alimentagédo (DE
CASTRO et al., 2008).

Simultaneamente, ocorre difusao de solvente para o interior da membrana
(osmose), também devido a diferenga de pressao osmoética. Quando se lida com
uma amostra com elevada concentragédo de solutos ou de solvente organico na
amostra, a osmose é o primeiro fenbmeno a ocorrer na didlise antes da difuséo
do soluto, levando a um aumento consideravel de volume do retentato nos
instantes iniciais da dialise. Este € um processo que se realiza a presséo
atmosférica (LUO et al., 2011).

Eventualmente, passado algum tempo do inicio da dialise, a concentragao
de solutos em ambos os lados equilibra, levando a que nao exista diferenca de
pressao osmotica. A taxa de dialise abranda a medida que a concentragao de
solutos se aproxima do equilibrio anteriormente referido. Este fendbmeno leva a
que a remogao completa dos solutos de uma amostra ndo ocorra apenas numa
didlise, pois os compostos que se encontravam inicialmente dentro da
membrana sdo distribuidos simultaneamente no solvente e no saco de dialise.
Para resolver esta questao, troca-se o solvente que se encontra no exterior da
membrana as vezes necessarias, para criar novamente diferenca de pressao
osmotica, até que a remocgao do soluto atinja um valor aceitavel. A agitagao do
dialisado é também uma solucdo muitas vezes aplicada para aumentar a taxa de

dialise, e um sistema bem agitado pode atingir o equilibrio a 90% em 2/3 horas
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(SCOPES, 1994). A utilizagdo de um volume maior no exterior da membrana &
preferivel a um volume pequeno como ja referido, pois permitirda separar uma
quantidade dos solutos que permeiam a membrana, reduzindo o numero de

trocas de solvente.

A Figura 1.2 representa bem o processo de separagao que ocorre durante

a dialise.

Solvente
R Solvente
Macromoléculas

Solutos de BPM | Solutos
; de

¥ BPM

m ol

Dialisado e

Figura 1.2 Esquema representativo de uma dialise (as setas que atravessam a membrana
indicam o sentido do fluxo de solvente e solutos e a oval a tracejado a membrana de dialise).

[BPM = Baixo Peso Molecular].

Uma das aplicagbes mais recorrentes da dialise a nivel laboratorial € a
purificacdo e a concentragao de solugdes que contém proteinas, por exemplo na
preparacao de amostras. Apesar de ser um procedimento simples e uma rotina
bem estudada, apresenta duas grandes questbes que em muitos casos sao
situagdes desvantajosas: a necessidade de trocar de dialisado, e o fato de
demorar varias horas até estar concluida e ser caracterizada por ser um
processo com taxas de fluxo baixas em comparagcdo com outros processos de
separagao com membranas. Esta ultima consideragao pode ser importante em
determinadas circunstancias, como no caso em que as espécies a separar sao

sensiveis a degradagcao mecanica quando sujeitas a stress mecéanico (HAGIYA
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et al., 2005). O procedimento padrao que existe para uma dialise de proteinas é
0 segquinte: i) iniciar a dialise a temperatura ambiente durante duas horas; ii)
trocar o dialisado e colocar a amostra a dialisar durante mais duas horas a
mesma temperatura; iii) trocar o dialisado novamente e deixar a amostra a
dialisar de noite a temperatura de 4°C o tempo necessario. Como se verifica
neste protocolo, o tempo de operacao de uma dialise pode ser muito elevado, e
€ uma variavel que pode ser importante otimizar, de modo a que a dialise se

torne cada vez mais vantajosa.

A temperatura a qual a dialise ocorre € outra variavel importante do
processo, e que afeta o coeficiente de difusdo como ja referido anteriormente. A
temperatura é um parametro termodinédmico que afeta a difusdo das moléculas,
pois um aumento de temperatura significa um aumento de energia para o
movimento livre das particulas, o que faz aumentar a sua difusdo favorecendo o
processo de dialise. A maior parte das dialises que envolve proteinas, porém, é
efetuada a temperatura de 4°C para minimizar as perdas de atividade bioldgica
e de modo a que as proteinas envolvidas nao sofram desnaturagcéo
(ANONYMOUS, 2009).

1.7 CROMATOGRAFIA
1.7.1 Leito Fixo

O processo de adsor¢cao de componentes de misturas fluidas através de
colunas de leito fixo de materiais adsorventes porosos € uma das varias
aplicagcbes em Engenharia Quimica. Além de processos industriais, estes
incluem processos cromatograficos para propositos preparativos e analiticos.
Industrialmente, um sistema de adsorgcédo utiliza duas colunas. A primeira
trabalha em um ciclo de adsorg¢ao e a segunda num ciclo de dessor¢ao, seguido
de uma regeneragdo do adsorvente. A regeneracdo é o tratamento que se
emprega no adsorvente para remover o soluto adsorvido com vistas a realizagéo
de um novo ciclo de adsorcdo. Em adsorcdo em fase liquida, esta etapa

geralmente consiste na passagem de um solvente quimico (na maioria das vezes
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de carater basico) através do leito. A Figura 1.3 apresenta um sistema tipico de

adsorgao industrial.

Efluente industrial + e L Solugdo regeneradora

Adsorbatos —Fﬁi_ -—

Efluente industrial
Solugdo regeneradora + i,

Adsorbatos

Figura 1.3 Sistema tipico de adsorgao industrial.

Um processo de adsor¢do em leito fixo geralmente envolve um ciclo
constituido por etapas de carga (injecdo de amostra), lavagem, eluicdo e
regeneragao. No primeiro estagio, a amostra entra em contato com a resina
adsorvente, que é responsavel pela adsor¢do do material de interesse
(adsorbato) a superficie da mesma. Na etapa da lavagem a coluna de adsorgéo
€ alimentada com um tampao, que geralmente € o mesmo utilizado na etapa de
injecao. Isso se faz necessario para que as fragdes de adsorbato ndo adsorvidas
ou adsorvidas fracamente sejam carreadas para fora do sistema. Dependendo
do tipo de cromatografia, a eluicdo pode ser conseguida com o aumento ou
diminuicdo da concentragao de sal no tampao, abaixamento de pH, eluicdo
isocratica ou por aumento da concentracdo de algum agente competidor. O

ultimo passo € a etapa de regeneracgao, ja explicada no paragrafo anterior.
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A nivel operacional, uma coluna de leito fixo possui um tempo de trabalho
determinado pela sua capacidade de adsorver um determinado adsorbato, até
que, a saida do efluente, verifique-se que a concentracao é a mesma da entrada,
0 que indica que o adsorvente ja ndo tem mais capacidade de adsorver material,
atestando que o leito esta completamente saturado. Este tempo de trabalho pode
ser expresso mediante a denominada curva de Breakthrough, ou curva de

ruptura, e esta representada de acordo com a Figura 1.4.

> - > >
b~ - _
N~
—
M~
n___ n__ n___ N

Curva de
Breakthrough EEE—

Breakpoint
C1 C2

- : /

Volume tratado ou tempo de operacéao

Concentragio de
solucdo do efluente

[ ] Camada antes da zona de adsorg&o saturada com adsorbato
[ ] Zonade Adsorgéo

Figura 1.4 Representagdo de uma curva de “Breakthrough”

A solucao passa através de uma camada de adsorvente inicialmente livre
de adsorbato. A camada superior de adsorvente, em contato com o liquido
contendo a proteina de interesse adsorve a biomolécula rapidamente e
efetivamente. Neste instante de tempo, o efluente na camada de saida é

praticamente livre de enzimas (ponto C1). A parte superior da camada €
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praticamente saturada e o volume de adsorgdo tem lugar sobre uma estreita

faixa denominada zona de adsorgdo na qual a concentracdo muda rapidamente.

Conforme o liquido continua o fluxo, o comprimento da zona de adsorgao
se movimenta no sentido de cima para baixo, similar a uma onda, em uma taxa
usualmente menor que a velocidade linear do liquido através do leito. Em algum
instante de tempo, a metade do leito é saturada com o adsorbato, porém a

concentracao do efluente C2 na saida ainda é praticamente zero.

Finalmente em C3 a parte baixa da zona de adsorcao tem alcancado o
fundo do leito e ja comeca a se notar alguma concentracao de proteinas. Diz-se
que o leito atingiu seu breakpoint. A concentragdo do adsorbato no liquido
efluente agora aumenta rapidamente porque a zona de adsorgédo passa atraves
do fundo da coluna e em C4 praticamente atinge o valor inicial Co. No ponto C4 a
coluna esta praticamente saturada. A porcdo da curva entre C3 e Cs4 €
denominada de curva de breakthrough. Pouca ou nenhuma adsorg¢ao acontece
com o fluxo posterior de liquido através da coluna e, para propdsitos praticos,

atinge-se o equilibrio.

1.7.2 Isoterma de Adsorgao

A adsorcao de uma substancia presente em uma fase fluida na superficie
de uma fase sdlida, em um sistema especifico, gera uma distribuicdo definida
termodinamicamente entra estas fases, quando o equilibrio é atingido. Uma
maneira comum de descrever essa distribuicado € expressar a quantidade de
substancia adsorvida por uma quantidade de adsorvente (g*) como uma fungao
da concentracdo de adsorbato (C) em solugdo. Uma expresséo desse tipo é
denominada isoterma de adsor¢cdo. A isoterma é feita a uma temperatura

constante, visto que esse parametro afeta diretamente o fenbmeno da adsorgao.

As isotermas mais utilizadas atualmente para descrever o equilibrio sélido-
liquido das proteinas s&o as de Langmuir e Langmuir-Freundlich. Essas
isotermas tém permitido uma correta descricdo dos dados experimentais em
varios estudos envolvendo solugdes diluidas de um componente fortemente
adsorvido em um adsorvente puro (GUIOCHON et al., 1994).
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A isoterma de Langmuir consegue explicar de forma adequada os dados de
adsorgao adquiridos em concentragdes baixas ou moderadas. Em altas
concentragdes, por outro lado, os coeficientes de atividade das espécies em
solucdes sao dependentes da concentragio, e dessa forma, desvios do modelo
de Langmuir sdo observados. A derivagdo da isoterma de Langmuir pode ser
considerada como a base da maioria dos tratamentos tedricos do fenémeno de
adsorcdo. E importante frisar que essa isoterma corresponde a um modelo

idealizado, que considera as seguintes hipéteses (GUIOCHON et al., 1994):

(1) As moléculas sao adsorvidas em sitios discretos da superficie,
denominados sitios de adsorcdo. Cada sitio pode acompanhar apenas
uma unica espécie;

(2) A energia de cada sitio de adsorg¢ao da superficie é igual e independente
da populagdo de espécies adsorvidas. Portanto, todos os sitios tém
entalpia de adsorgéo e independe do grau de cobertura da superficie;

(3) A quantidade maxima da espécie adsorvida corresponde a formagao da
monocamada;

(4) A adsorgao ¢é localizada e ocorre pela colisdo das moléculas com sitios
vagos da superficie;

(5) A velocidade de dessor¢ado depende apenas da quantidade de material
adsorvido na superficie.

Para adsor¢cdo em fase liquida, a Equagao 1.1 representa o modelo de

Langmuir:

* AmaxkCeq

q = (1.1)

em que Qgmax representa a capacidade maxima de saturagédo (mg/g), Ceq € a
concentracao de equilibrio na fase fluida e k € a constante de dissociacado de

Langmuir (mL/mg), que esta relacionada com a energia de adsorgao.

Os parametros k e gmax sdo constantes que encerram significado fisico. O
parametro k representa a razao entre as constantes de velocidade de adsorcao
e dessorcdo, considerando a adsor¢cdo como uma pseudorreagido reversivel.
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Altos valores de k indicam alta afinidade do sorbato pelos sitios do material
adsorvente. O parametro gmax representa o numero total de sitios ativos

disponiveis no material adsorvente.

1.7.3 Cromatografia de Troca I6nica

A Cromatografia de Troca Iénica (CTI) € empregada usualmente em etapas
iniciais de purificagdo, separando grupos de compostos baseados em suas
cargas elétricas, sendo em geral necessarias outras etapas de purificagdo
subsequentes. Ela € usada na separagao de proteinas, baseando-se na carga
da proteina que se deseja isolar. Se esta possuir carga positiva, a solugao deve
passar por uma coluna com carga negativa (impedindo, assim, a passagem de
proteinas com carga positiva). O processo de purificagdo por toca idnica tem
como objetivo a adsor¢cado a matriz da proteina-alvo ou dos contaminantes, com
posterior eluicdo (PESSOA e KILIKIAN, 2005).

A nivel bioquimico, o principio basico da cromatografia de troca iGnica
baseia-se na competigdo entre ions de interesse e contaminantes pelos grupos
carregados da fase estacionaria. As moléculas de proteina tém em sua superficie
grupamentos com cargas positivas e negativas. As cargas positivas séo
oriundas, sobretudo, dos aminoacidos histidina, lisina, arginina e das aminas
terminais, enquanto as cargas negativas s&o devidas ao acido aspartico e
glutdmico e aos grupamentos carboxilicos terminais (PESSOA e KILIKIAN,
2005).

A Figura 1.5 a seguir mostra, de forma resumida, como o ocorre a adsor¢ao

por troca idnica.
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Figura 1.5 Esquema simplificado da adsorg&o por cromatografia de troca ibnica.

Em (1), uma amostra contendo uma proteina carregada positivamente e
outra carregada negativamente é injetada na coluna contendo um adsorvente
que esta carregado positivamente. Naturalmente, a resina coletara as proteinas
com carga negativa e deixara passar as de carga positiva (2). Para a dessorgéo
das proteinas que ficaram adsorvidas no adsorvente (3), € necessario injetar
uma solucdo de eluicdo (neste caso, NaCl), que carreara as proteinas

carregadas positivamente (4), completando assim o ciclo de separagéo.

De uma forma mais minuciosa, o primeiro estagio da cromatografia de troca
idbnica é estabelecer o equilibrio do trocador ibnico em termos de pH e forga
ibnica, que permitirdo sua ligacdo com as moléculas de soluto desejadas. Os
grupos trocadores ficam associados com contra-ions, usualmente simples
cations ou anions como cloreto ou sédio. O segundo estagio é a aplicagéo da
amostra e sua subsequente adsorgdo. Nesta etapa, as moléculas de soluto
carregadas com cargas apropriadas, deslocam os contra-ions e se ligam
reversivelmente com a matriz. Substancias nao ligadas podem ser lavadas do
leito trocador utilizando a fase modvel tamponante. No terceiro estagio, as
substancias sao removidas da coluna por mudancas Isso normalmente envolve
o aumento da forga ibnica do tampao de eluicdo ou troca de pH. A desorgao é
alcancada pela introdugao de um gradiente crescente de concentragao salina e

as moléculas do soluto sao liberadas da coluna na ordem de suas forcas de
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ligacdo. As moléculas fracamente ligadas sdo eluidas primeiro. O quarto e o
quinto estagios sdo: remocao de substancias nao eluidas da coluna e o
reestabelecimento do equilibrio da coluna para as condi¢cdes inciais para a
proxima purificagdo (AMERSHAM, 1997).

O ajuste do pH da solugcdo tampao é muito importante no processo de
adsorcao de proteinas. O pH do tampé&o pode ser ajustado para favorecer a
adsorcao e eluicdo. O tampao deve ser escolhido de forma a causar pouca
variagdo do pH e proporcionar a maxima adsorgdo. Sado comumente utilizados
para adsorgao de proteinas os tampdes acetatos (pH 4,8 — 5,2), citratos (pH 4,2
— 5,2) e fosfatos (pH 6,7 — 7,6) (DENIZLI et al., 1999). Outras variaveis de
influéncia destacada no processo de adsorgdo em geral € a forga i6nica do

tampao e a concentragédo de sal no tampao de eluigcéo.

1.7.4 Cromatografia de Interacédo Hidrofébica

A Cromatografia de Interagcédo Hidrofébica (CIH) € amplamente utilizada na
purificacdo de proteinas, como um complemento para outras técnicas que
realizam separacao por cargas (CTl), tamanho ou reconhecimento bioespecifico
(cromatografia de afinidade). A técnica € um passo ideal apds as amostras serem
submetidas a precipitacdo com sulfato de aménio (frequentemente usado para a
concentragao inicial da amostra e clean-up, vide se¢éo 1.5) ou apos a separagéo
por cromatografia de troca ibnica. Em ambas as situacbes a amostra contém
uma alta concentragdo de sal e pode ser aplicada diretamente sobre a coluna
HIC com pouca ou nenhuma preparagao adicional. O nivel elevado de sal
aumenta a interagao entre os componentes hidrofébicos da amostra e do ligante
cromatografico. Durante a separagao, as amostras sao purificadas e eluidas em
volumes menores, concentrando a amostra de modo que esta possa seguir
diretamente para filtragdo em gel, ou, apds uma mudanga de tamp&o, para uma
separagao por troca iénica. A CIH pode ser utilizada para captura, purificacéo

intermediaria, ou etapa de polimento de um protocolo de purificagao.

A Figura 1.6 exemplifica bem como ocorre uma adsorgao por interagao

hidrofébica.

24



Matriz Proteinas mais

hidrofébicas
Ligantes hidrofébicos

Proteinas menos

Tampé&o + sal hidrofobicas

1 2
e e
élLJ 5-
5 >

3 4

N ——
L |

S e ey T
* B &

5 6
FONTE: Amersham Biosciences (2001)
Figura 1.6 Esquema simplificado de separagao por interagéo hidrofébica

Primeiramente, o meio € equilibrado com o tamp&o de corrida contendo
uma alta concentragdo de sal (1). Logo em seguida, a amostra € injetada na
coluna (2). Neste estagio, o tampéo de corrida faz com que as proteinas
hidrofdbicas se liguem as particulas do adsorvente hidrofébico, concentrando-as
na coluna. Obviamente, proteinas com baixa hidrofobicidade eluem junto com o
tampao ou logo na lavagem, apos a injecdo de amostra. Para a eluicéo (3, 4 e

5), comega-se a diminuir a concentracdo de sal na amostra. Neste exemplo,
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todas as trés proteinas interagem com a superficie hidréfoba do meio de HIC,
mas, a medida que a forga idnica do tampao vai sendo reduzida, a interagcéo &
invertida e a proteina com o menor grau de hidrofobicidade é eluida primeiro. A
proteina mais hidrofdbica elui por ultimo, exigindo uma maior redugdo na
concentragdo de sal para reverter a interagdo. Por ultimo (5), realiza-se uma
lavagem com tampao sem sal para remover as possiveis proteinas que ainda

estejam aderidas a superficie do adsorvente.

1.7.5 Cromatografia de Modo Misto

Tendo explicado os principios de CTl e CIH, o entendimento do
funcionamento da Cromatografia de Modo Misto (CMM) fica simplificado. Como
o préprio nome ja sugere, essa nova modalidade de cromatografia se utiliza de
dois ou mais tipos de interagdo molecular para eliminar as desvantagens de cada
técnica, quando aplicadas individualmente, e também para aumentar a
capacidade de ligagao entre o adsorvente e o adsorbato, visto que o emprego
de uma unica modalidade limita os rendimentos devido aos mais diversos meios

de onde as proteinas sao oriundas (Figura 1.7).

h iy -I:ﬂ_" t:“'
HIC . . % IEC
(Hidrofobicidade) ;? Multimoday/ * &3 |(Cargas)
I':E, 'IE % &_&; r‘ﬁi":q
-r.
Afinidade

(Biorreconhecimento)

FONTE: Amersham Biosciences (2001)

Figura 1.7 Funcionamento dos ligantes multimodais.
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A CMM confere seletividades unicas que ndao pode ser reproduzidas por
cromatografias simples, como CTI. Ela também confere uma economia
consideravel nos custos de producdo, longa vida-utii para as colunas
cromatograficas, e grande flexibilidade de operagdo comparado com métodos de
afinidade tradicionais (GE, 2005). E importante frisar, porém, que devido as
propriedades multimodais destes ligantes, as condi¢gdes de adsorc¢ao e eluicéo
diferem daqueles ligantes tradicionais que se baseiam em um uUnico modo de
operacado. Portanto, uma otimizagdo destas condicbes € extremamente
necessaria por contribuir significativamente para a produtividade global e
viabilidade econémica na etapa de captura. Com esse intuito, uma ferramenta
bem eficiente de obtencdo das melhores condi¢des de operagao pode ser
utilizada: o Planejamento de Experimentos. Esta € uma técnica eficaz para a
investigacao do efeito de diversos paréametros sobre a adsorc¢ao de proteinas, a
fim de estabelecer um protocolo de com condi¢cdes adequadas de trabalho. Outra
vantagem de tal ferramenta é a possibilidade de prever, a partir de um modelo
validado obtido no planejamento, a resposta de um experimento antes mesmo
de realiza-lo, observando-se sempre a faixa limite das variaveis independentes

estudadas no processo.

O desenvolvimento dos protocolos de operagdo para CMM pode
representar uma carga pesada no desenvolvimento dos processos, pois um
estudo de todos os parametros de todas as etapas € necessario para se atingir
o potencial total da técnica. O desenvolvimento do método é, na maioria das
vezes, complicado, imprevisivel e pode exigir pesquisa intensiva para que se
consiga a recuperagdo adequada devido a complexidade do mecanismo
cromatografico (WENGER e WOODLING, 2011).

1.7.3 O Adsorvente Capto MMC

O ligante Capto MMC, fabricado pela GE Life Sciences (Uppsala, Suécia)
€ um dos poucos adsorventes que operam em modo de cromatografia de modo
misto. Por se tratar de uma resina nova, pouquissimos estudos na literatura

relatam seu uso. Podemos relatar os estudos de Nfor (2011) e Wenger (2010),
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que a utilizaram na purificacdo das proteinas IgE e IgG, respectivamente. A

Figura 1.8, em seguida, descreve sua estrutura.

Figura 1.8 Estrutura da resina Capto MMC.

Este adsorvente apresenta duas caracteristicas principais. Primeiro, por se
tratar de um ligante multimodal, em sua matriz ha a possibilidade de realizagao
de interacgdes idbnicas (sitios com seta azul), hidrofébicas (sitios com seta rosada)
e pontes de hidrogénio (sitio com setas verdes). Isso aumenta
consideravelmente o rendimento da adsorc¢do, dada a possibilidade de ligagdes
por trés mecanismos distintos. A segunda propriedade diferencial da Capto MMC
€ a tolerancia a altas concentracbes de sal, ou seja, as ligagbes sao
independentes da condutividade do meio. Tal caracteristica é especialmente util
no caso de materiais oriundos de meios com alta condutividade, minimizando
assim a necessidade pré-tratamento do meio de alimentagdo. Ligantes
tradicionais tem pouquissima ou nenhuma eficiéncia quando operam sob essas

condicoes.

A maioria das resinas de modo misto usados para aplicagdes na purificacao
de proteinas séo funcionalizadas com ligantes expondo ambas as propriedades
hidrofdbicas e eletrostaticas. A parte eletrostatica pode afetar a adsorgao a
baixas e médias condutividades, enquanto a parte hidrofdbica influencia meios
de médias e altas condutividades, alargando assim a gama de seletividade do
adsorvente. A principal vantagem de resinas de modo misto € o intervalo mais
amplo de seletividade que pode ser alcangado em uma unica coluna em relagao

a IEC ou CIH. Assim, uma coluna cromatografica operando em modo misto pode
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potencialmente substituir dois etapas de um processo de purificagao de proteina,

com beneficios de custos evidentes (NFOR, 2011).

A Tabela 1.3 a seguir apresenta as caracteristicas e propriedades principais
do ligante Capto MMC.

Tabela 1.3 Propriedades da resina Capto MMC.

PROPRIEDADES DESCRIGCAO
Trocador de ion Trocador multimodal
Estrutura da matriz Agarose altamente reticulada

Capacidade idnica total 0,07-0,09 mmol H*/mL meio
Tamanho médio de 75um
particula
Velocidade de fluxo Min. 600cm/h

Estabilidade de Ph - Curto prazo: 2-14
- Longo prazo: 2-12

Temperatura de operacédo 4-30°C

Estabilidade quimica - Todos os tampdes aquosos usados comumente;
- Acido acético 1M;
- NaOH 1M;
- Ureia 8M;
- HCI guanidina 6M;
- Etanol a 70%;
- Sensivel a agentes oxidantes e detergentes
catidnicos.
Fonte: GE Life Sciences (2006).
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CAPITULO 2
METODOLOGIA

2.1 PRODUGCAO DE B-GALACTOSIDASE POR Kluyveromyces lactis EM
FERMENTAGAO SUBMERSA

A metodologia seguida para a obtencdo da enzima, explicada
detalhadamente nos itens a seguir, foi realizada com base nos procedimentos
empregados por Freitas (2013). Este autor estudou a produgcdo de B-

galactosidase em soro de leite por Kluyveromyces lactis (Figura 2.1) e a sua

imobilizagdo em suportes a base de quitosana.

Figura 2.1. Aspectos morfoldgicos celulares da levedura Kluyveromyces lactis.

2.1.1 Materiais utilizados

A levedura Kluyvermoyces lactis, dentre as estudadas no trabalho de Lima
(2011), foi a que apresentou o maior consumo de lactose em meio sintético. Por
esta razao, este foi 0 mirco-organismo escolhido para a produg¢ao da enzima de
interesse para este trabalho.

A espécie K. lactis NRRL Y1564 foi doada pelo USDA (United States
Department of Agriculture) e pertence a colegao de cultura da ARS (Agricultural

Research Service). A cultura estoque foi mantida em meio Agar YEPD (Yeast
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Extract Peptone-Dextrose) sob refrigeracao. A constituicdo do Agar encontra-se

na tabela 2.1.

Tabela 2.1 Constituicdo do Agar YEPD

Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Glicose 20 g/L
Agar bacterioldgico 20 g/L

Soro de leite em po, fornecido pela Industria Alibra Ingredientes Ltda

(Campinas-SP), foi utilizado na formulagdo do meio de propagagéo do inoculo e

de fermentacdo para a producdo da enzima B-galactosidase. Segundo as

especificacoes técnicas do fabricante, a tabela 2.2 mostra composi¢cao do soro

(por 100 g do produto):

Tabela 2.2 Composigao e caracteristicas do soro de leite (por 100 g)

Carboidratos totais 74 g
Proteinas 1149
Gorduras totais 19
Gorduras saturadas 0,59
Colesterol 6,0 mg
Calcio 800 mg
Ferro 0,9 mg
Sadio 1080 mg
pH 6,5

Acidez titulavel maxima

2,5% (em acido latico)

2.1.2 Preparagao do meio de cultura

O soro de leite foi submetido a um pré-tratamento acido para a precipitacéo

de proteinas nédo interessantes ao trabalho, que foi realizado de acordo com

Santiago et al (2004) e Lima (2011). Inicialmente, diluiu-se o soro a uma



concentragdo de 50 g/L de lactose em agua destilada e, logo apos, submeteu-
se essa solugdo a um aquecimento em chapa sob agitagao até 85 °C. Ao atingir-
se essa temperatura, acido latico comercial 50% foi adicionado até pH 4,8 e
continuou-se aquecendo até 90 °C. Neste momento, o aquecimento e a agitagéo
foram interrompidos e a solugcdo, mantida em repouso por 15 minutos, para
sedimentagao das proteinas. O soro de leite foi filtrado em papel de filtro
qualitativo, adicionado de 1 g/L de extrato de levedura (fonte de nitrogénio) e,
finalmente, corrigiu-se o pH para 6,0 com KOH 4M. O soro foi, entao,
particionado em Erlenmeyers (50 mL por erlenmeyer) e estes, levados a
autoclave a 115°C por 15 minutos. Assim, o soro estava pronto para ser usado
tanto como meio de propagacao quanto como meio de fermentacdo, como

descritos nos itens 1.3 e 1.4 a seguir.

2.1.3 Preparo do in6culo

A cepa de Kluyveromyces lactis utilizada nesse estudo foi repicada em
meio agar YEPD (composigdo: ver Tabela 2.1) e incubada em estufa
bacteriologica a 30 °C por 24h, para ativagdo. Apos esse periodo, trés algadas
das coldnias de leveduras foram transferidas para os respectivos meios de
propagacao de indculo e incubadas novamente a 30 °C, desta vez sob agitacao
a 180 rpm por 24 h. Apds este periodo, a densidade ética (DO) a 620 nm foi lida
em espectrofotdbmetro, para assegurar que a absorbancia estivesse sempre
proxima a 1,0, o que, de acordo com a curva do micro-organismo construida
previamente, asseguraria uma concentragio de biomassa de aproximadamente

10 g/L de meio.

2.1.4 Fermentacéao

Prosseguia-se entdo para o ensaio do cultivo do micro-organismo em
Erlenmeyers inoculando 10% (v/v) do volume de inéculo em 50 mL do meio de
cultivo, descrito no item 1.2. As condi¢gdes do ensaio foram as mesmas condi¢cdes

da propagacao do inéculo (30 °C e 180 rpm), por um tempo de 14 h. Apds o
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término da fermentacao, as amostras foram retiradas para analise de biomassa

e determinacao da atividade enzimatica e concentragao proteica.

2.1.5 Determinacgao da concentragao celular

Apos o crescimento do indculo em meio de cultivo apropriado, retirou-se
uma aliquota e determinou-se a densidade dtica (DO) a 620 nm em um
espectrofotdmetro (Spectronic Modelo Genesys, Série 20). Logo apés, o valor foi
convertido em gramas por litro, conforme a curva padrédo do micro-organismo,

construida em ensaios prévios.

2.1.6 Extracédo da enzima B-galactosidase

Por tratar-se de uma enzima intracelular, um rompimento para extracéo da
enzima fez-se necessario. Freitas (2013) estudou métodos de extragéo
enzimatica, como emprego de banho ultrassdnico, permeabilizacdo por
solventes e rompimento com pérolas de vidro. Este ultimo mostrou-se bem mais

eficiente frente aos demais, e, por isso, foi 0 método utilizado neste trabalho.

Para a realizacado deste procedimento, a amostra do caldo ja fermentado
foi centrifugada a 10.000g por 15 min a 4°C para obtengcdo da massa celular,
lavada com agua destilada e centrifugada novamente. Apos a lavagem, as
células foram ressuspendidas em tampéo fostato de potassio pH 6,6 adicionado
de 0,1 mM de MnCl2 4H20 e 0,2 mM de MgClz. De acordo com o estudo de
Freitas (2013), a adicdo de sais de manganés e magnésio aumenta
consideravelmente a atividade da enzima a ser produzida. Adicionou-se entédo o
meio a tubos de centrifugas com cargas de pérolas de vidro e procedeu-se uma
rotacdo em agitador do tipo Vortex por um periodo de 30 min, com intervalos de

2 min em banho de gelo a cada 5 min de processo.
2.1.7 Fluxograma de produgao

A Figura 2.2 apresenta um fluxograma de producao que sucintamente

resume 0s passos para a obtencao do caldo fermentado bruto.
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Figura 2.2 Fluxograma de produgéo de B-galactosidase por fermentagéo.
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2.1.8 Medida da concentracéo de proteinas totais

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford
(1976). Utilizou-se uma curva de calibragao, tomando-se como padrao albumina
de soro bovino (Sigma-Aldrich). Como procedimento, uma aliquota de 0,1 mL de
amostra foi colocada em contato com 1,0 mL do Reagente Coomassie Blue G-
250, a 25 °C por 10 minutos. A absorbancia foi medida a 595 nm utilizando um
espectrofotdmetro e, em seguida, obteve-se a concentragéo de proteina total em

mg/mL de amostra.

2.1.9 Medida da atividade enzimatica

A analise de atividade enzimatica foi realizada por meio de hidrdlise da
lactose, com o auxilio do Kit Glicose Pap Liquiform (Labtest), que permite o
calculo do valor de atividade em U/mL a partir da identificacdo da glicose formada
no meio reacional quando a enzima realiza a hidrolise da lactose, conforme o

procedimento a seguir.

A analise consistiu em colocar 5 mL de uma solucéo de lactose 5% m/v em
tampao fosfato de potassio 100mM pH 7,0, ja previamente preparada, em banho
maria por 10 min a 37 °C. Apés este procedimento, uma aliquota de 150 uL desta
solugdo foi retirada, acrescentada de 80 pL da enzima diluida a uma razéo de
1:5 e novamente submetida a temperatura de 37 °C. Apdés 10 minutos,
interrompeu-se a reagao com a desnaturagao da enzima pela adi¢ao de 150 uL
de NaOH 1N. Por fim, triplicatas de 40 uL da solugao obtida anteriormente foram
acrescentadas a 2 mL do reagente colorimétrico disponivel no Kit e levado ao
banho maria ainda uma ultima vez, para o desenvolvimento da cor. Uma solucéo
padrao de glicose com concentragao conhecida, também disponibilizada pela
Labtest no proprio Kit, foi submetida a esse ultimo procedimento, para efeito de
calculos. A absorbancia foi medida a 550 nm em espectrofotdmetro. Os calculos
para a obtengdo do valor de atividade enzimatica foram feitos seguindo-se as

equacodes 2.1 a 2.3.
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O calculo do Fator de Conversao (Fc) é dado por:

Fc= -2 2.1)

Apadréo

Em que Apadrzo € a absorbancia da solugdo padrao de glicose. Para a

concentragao de glicose em mg/L, tem-se:

DilxAbs XFc
Colijc = —— 2.2
glic 100 ( )

Em que Dil é o fator de diluicdo da enzima e Abs é a média das

absorbancias das triplicatas da amostra.

Uma unidade de B-galactosidase € definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar um pymol de glicose por minuto. Pode-se entdo calcular a
atividade enzimatica, em unidades de atividade, de acordo com a equacéao 2.3 a

sequir:

_ Cglic XVt X5,5

tx Ve (2.3)

Em que V; é o volume total (5 mL), t o tempo de reacdo (10 min) e Ve O

volume de enzima utilizado (0,08 L).

2.1.10 Eletroforese SDS-PAGE

A técnica de eletroforese em gel de poliacriiamida sob condigdes
desnaturantes e nao redutora (SDS-PAGE) foi utilizada para determinacao da

pureza das fragdes enzimaticas do extrato bruto obtido logo apéds a lise celular e
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da amostra efluente do leito fixo, tanto das solugdes comerciais de B-
galactosidase, quanto das oriundas de processo fermentativo, o que sera
detalhado em tdpicos posteriores. Essa analise também €& importante para a
determinacdo da massa molecular das proteinas presentes em solucéo
contendo a enzima de interesse, antes da utilizagdo em testes de adsorcdo em
coluna cromatografica, bem como de fragbes coletadas durante a eluigdo das
proteinas que estavam adsorvidas na resina, tanto de amostras previamente

precipitadas quanto nao precipitadas (vide precipitagdo proteica, item 3.1).

As analises foram realizadas no equipamento Mini Protean Il (Bio Rad,
EUA) utilizando gel de poliacrilamida (30% de acrilamida e 2,7% de
bisacrilamida), conforme protocolo apresentado por Laemmli (1970), na
concentragdo de 12,5% para o gel de corrida e de 7,5% para o gel de
concentracao. As diferentes solugdes da enzima foram aquecidas a 100°C por
10 min e aliquotas de 10 a 15 pyL de cada amostra foram aplicadas aos géis. Os
geéis foram submetidos a uma voltagem de 150 V e corrente de 50 A, em cubas

verticais e a revelagao foi realizada com nitrato de prata.

O marcador de ampla faixa utilizado (Novex Life Technologies) é
constituido por proteinas modificadas que apresentavam pesos moleculares
entre 10 e 220 kDa. O marcador continha as seguintes proteinas: fosforilase B,
albumina, ovoalbumina, anidrase carbbnica, inibidor de tripsina e

alfalactoalbumina.

A acrilamida, bis-acrilamida, dodecil sulfato de sédio (SDS), albumina de
soro bovino (BSA), persulfato de amdnio, N, N, N’, N’- tetra-metilenodiamina
(TEMED), glicerol e ditiotrietol, todos empregados nesta analise, foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA).

2.2 ENSAIOS DE ADSORGAO COM SOLUGAO COMERCIAL DE B-
GALACTOSIDASE

A segunda parte do trabalho focou no estudo da adsor¢édo de B-

galactosidase comercial obtida da Sigma Adrich. Utilizou-se o produto
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Lactozyme 3000, que originalmente continha uma concentragéo de 12 mg/mL de
enzima total, atividade total de aproximadamente 2500 U/mL e atividade
especifica 208 U/mg. A partir desta solugao padrao, preparou-se todas as outras

solugdes utilizadas no desenvolvimento desta parte do trabalho.

2.2.1 Testes de Adsorcéo por Planejamento de Experimentos

Sabendo da influéncia que os parametros pH, forga idnica do tampao
fostato (FI) e concentracdo de sal (NaCl) no tampéo apresentam sobre a
adsorc¢ao (como ja comentado na segéo 1.7), e com o objetivo de se encontrar
as melhores condigbes para o trabalho, testes preliminares de adsorgao
variando-se estes parametros foram realizados, todos a 25°C e sempre em

duplicata, para assegurar a reprodutibilidade dos dados.

A Tabela 2.5, a seguir, mostra as condi¢gdes de valor maximo, minimo e o

ponto central, para cada variavel independente.

Tabela 2.3 Valores maximos, minimos e pontos centrais das variaveis independentes utilizadas

no planejamento experimental para adsorgao

Valor maximo Ponto central Valor minimo
pH | 6,5 7.0 7.5
FI ‘ 25 mM 50 mM 100 mM

Sal ‘ oM 0,5M 1,0 M

Para verificar a influéncia do pH no processo de adsorgdo, foram
preparadas solucdes de fosfato de potassio em pH 6,5, 7,0 e 7,5, visto ser essa
a faixa de tamponamento do tamp&o empregado. Ja para o estudo da influéncia

da Forcga I6nica, utilizaram-se solugdes a 25, 50 e 100mM de fosfato de potassio.

Em se tratando de uma resina que opera em modo misto, a concentracao

de sal no meio também foi avaliada, devido as provaveis influéncias que esta

39



parametro exerce sobre a adsorcéao, visto que a resina apresenta caracteristicas
multimodais de ligagcao a molécula alvo. Solugdes com diferentes concentragdes
molares de NaCl (0; 0,5; 1,0 M) foram preparadas para este estudo, devido ao
fato de que raramente concentracdes maiores de sais sdo encontradas em
amostras advindas de processos fermentativos. Vale também ressaltar que este
parametro sera doravante referido como SAL, para simplificagdo de

nomenclaturas.

Uma vez fixados esses valores, o software STATISTICA v.10 apresenta
uma planilha com 17 corridas (com um ponto central em triplicata, para validagao
de resultados). A tabela de combinacdes dos valores das variaveis esta

disponivel na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 Delineamento completo gerado pelo software Statistica v. 10 para as variaveis

independentes do processo de adsorgéo.

EXP. FI (mM) pH SAL (M)
01 50 6,5 0,0
02 150 6,5 0,0
03 50 6,5 1,0
04 150 6,5 1,0
05 50 7,5 0,0
06 150 7.5 0,0
07 50 7,5 1,0
08 150 7.5 1,0
09 100 6,2 0,50
10 100 7.8 0,50
1 100 7,0 0,0
12 100 7,0 1,34
13 15,9 7,0 0,50
14 184,1 7,0 0,50

15 (C) 100 7.0 0,50

16 (C) 100 7,0 0,50

17 (C) 100 7,0 0,50

Vale observar que o Software fornece alguns pontos em condigdes fora dos

valores de maximo e minimo delimitados nas condi¢des escolhidas pelo autor.
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Esse pontos axiais servem para o calculo de extrapolacéo feito pelo proprio
programa, para dar margem de confiabilidade aos resultados que se encontram
ja nos limites das condi¢des estabelecidas (RODRIGUES E LEMMA, 2009).

Seguindo a combinacdo de todos os parametros, em cada uma das
condigdes descritas acima, 3 mL de cada amostra foram colocadas em contato
com 50 mg de adsorvente (previamente equilibrado com tampao fosfato) e
submetidas a uma agitagdo de aproximadamente 30 rpm a 25 °C por 3 horas
(tempo que foi fixado por meio de ensaios prévios de cinética de adsorgao).
Aliquotas foram coletadas em tempos regulares e analisadas em
espectrofotbmetro a 280 nm em fungdo dos valores de proteina total, para a
obtencdo do valor de quantidade adsorvida. O sistema utilizado durante os
ensaios foi o agitador rotatério da TECNAL, modelo TE-165, conforme mostrado

na Figura 2.4.

Figura 2.3 Sistema de agitagéo rotatéria TECNAL, modelo TE-165, utilizado nos ensaios

em batelada.

A quantidade adsorvida, que € a variavel resposta do planejamento, (g*) foi
calculada por meio de um balango de massa, sendo o balango descrito pela

Equacgéao 2.4:

q % — Vsol(CO_Ceq) (2.4)

Mads
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em que g* é a quantidade adsorvida por grama de adsorvente (mg/g), Ceq a
concentragao de proteina total na fase liquida (mg/mL) em equilibrio com gq*, Co
€ a concentragao inicial na fase liquida (mg/mL), ou seja, anterior ao contato com
o adsorvente fresco, mags € a massa de adsorvente seca (g) e Vso € 0 volume da

solugdo (mL) adicionada para o contato com o adsorvente.

2.2.2 Empacotamento da Coluna Cromatografica e caracteristicas do

sistema

A Figura 2.4 ilustra o esquema de empacotamento da coluna com a resina
Capto MMC.

-

1 2 3 4

Figura 2.4 Empacotamento da coluna cromatografica

Uma coluna de vidro GE C10/10 (10 cm de altura e 10 mm de didmetro) foi
preenchida com o adsorvente Capto MMC de acordo com o seguinte
procedimento experimental: com o pistdo montado apenas na extremidade
inferior da coluna, foi medido o tamanho de todas as conexdes utilizadas e o
volume util da coluna. Uma suspensao de aproximadamente 70 % (m/v) de
adsorvente em agua foi preparada e colocada aos poucos no interior da coluna

com auxilio de uma espatula (1). A base superior da coluna, juntamente com o
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pistdo superior, foi colocada de forma a ndo comprimir a suspensao (2)
ajustando-a até a altura desejada e deixando escoar o excesso de liquido no
sistema (3). Fez-se passar agua deionizada numa vazao de 1,0 mL/min através
da coluna no sentido descendente por aproximadamente 1 hora para acomodar

o recheio (4).

As caracteristicas fisicas e condi¢cdes experimentais do leito séo

mostradas na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 Caracteristicas do aparato experimental utilizado nas corridas cromatograficas em

leito fixo.
PARAMETRO VALOR
Diametro da coluna (cm) 1,0
Altura da coluna (cm) 10,0
Altura do enchimento (cm) 1,77
Massa do adsorvente (g) 1,0
Volume do adsorvente (ml) 2,04
Temperatura (°C) de trabalho 25

2.2.3 Aparato e Condi¢des Experimentais utilizados nos experimentos em

leito fixo

Os ensaios de adsorgéo em leito fixo, para B-galactosidase comercial e
produzida por fermentacao, foram realizados utilizando o sistema mostrado na
Figura 2.5.

43



Figura 2.5 - Sistema utilizado para os ensaios de adsorgéo e dessorgédo em leito fixo: (1)
solucdo de enzima, (2) bomba peristaltica, (3) Coluna de vidro (GE, Modelo C 10/10), (4) Detector

UV/Visivel, (5) Coletor de fragbes, (6) Espectrofotdbmetro Thermo Scientific — Biomate 3.

O sistema utilizado para realizagao dos experimentos € composto por uma
bomba peristaltica (Watson Marlow, Modelo Q 400), uma coluna de vidro (GE,
Modelo C 10/10) com didmetro de 1,0 cm, recheada com a resina multimodal
Capto MMC, com massa de aproximadamente 1,0 g, um detector UV/Visivel
(Buchi, Modelo C-635), um coletor de fragdes (Buchi, Modelo C-660) e um

espectrofotdmetro.

Como procedimento padrao para os experimentos em leito fixo, temos:
Com a coluna ja empacotada, o sistema era sempre equilibrado com a passagem
continua da solucdo tampao, para condicionamento da resina. Apds a
estabilizacdo do leito, comecava-se a bombear a solugdo em sentido ascendente
e nas concentragdes previamente determinadas. Amostras eram coletadas, pelo
coletor de fragdes, em volumes pré-determinados e em intervalos de 1 minuto,
na maioria dos experimentos realizados. O detector UV/vis acoplado na saida da
coluna monitorava o sinal de absorbancia da solugao tampé&o e das solucdes a
serem analisadas, quando das analises de caracterizagcao hidrodinamica do leito,
detalhado nos topicos seguintes. As aliquotas foram analisadas utilizando
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 595 nm, de acordo com a
metodologia de Bradford (1976). Na segunda etapa, apds a passagem das
solugdes de B-galactosidase, era realizada a lavagem do sistema com a solugao
tampao até que a medida de absorbancia voltasse a linha de base. Em seguida,
a eluigao era realizada com uma solugao de NaCl, em concentragdes variadas,
dependendo do experimento. Por fim, a coluna era regenerada com KOH 1M,
para o desprendimento de quaisquer fracbes enzimaticas que ainda se
encontrassem adsorvidas nos poros do adsorvente e para reestabelecer a forma
iGbnica da resina, e lavada com agua em abundancia, para a retirada da solugao

de regeneracgao. Deste modo, o sistema estava pronto para uma nova corrida.

2.2.4 Isoterma de Adsorcdo de Atividade e Concentracdo de B-

galactosidase

44



As Isotermas de adsor¢cao em resina trocadora de ions, tanto em funcéo da
atividade de B-galactosidase como de proteina total em solugao, foram obtidas
através de ensaios ja em coluna cromatografica, nas condigdes de adsorgéo
selecionadas (tampédo, pH e forga i6nica), obtidas anteriormente no

Planejamento Experimental.

Para a realizacao deste experimento, uma massa de 1g de resina CAPTO
MMC foi empacotada em uma coluna cromatografica de vidro (GE
HEALTHCARE) com 10 cm de altura e 10 mm de didmetro. A resina, uma vez
colocada na coluna, era equilibrada com tampao Fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,5. Apos esse condicionamento, 10 ml de solugbes com concentragdes de
proteina total que variaram de 0,5 mg/mL a 0,1 mg/mL e atividades entre 250 e
800 U/mL foram injetadas com o auxilio de uma bomba peristaltica, a uma vazéo
de 0,5 mL/min.

Apos este passo, determinaram-se os valores de atividade e concentragao
enzimatica total nas amostras coletadas. Pela razdo de concentragdo de saida
e entrada (C/Co), tanto de atividade quanto de proteina total, obtiveram-se as
curvas de ruptura e, a partir delas, pode-se construir a isoterma de equilibrio,
expressando-se a capacidade do adsorvente (em mg de proteina por grama da
resina, ou ainda em unidades de atividade da enzima por grama da resina)
versus a concentragdo no liquido, C (mg de proteina por mL de solugdo, ou

unidades de atividade por mL de solugéo).

As isotermas foram obtidas a partir da integragdo das curvas de
breakthrough. Cada curva de breakthrough obtida em leito fixo forneceu um
ponto da isoterma. Nestes experimentos, a quantidade adsorvida em equilibrio
com a concentracdo de entrada pode ser calculada através de um balanco de

massa conforme se ilustra nas Figuras 2.6 € 2.7.
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LEITO ADSORVENTE
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Acumulo: V;.e.Cy + my.q

Figura 2.6 Diagrama esquematico de obten¢édo de uma curva de breakthrough

T

c/c,

Tempoimin)

Figura 2.7 llustracdo de uma curva tipica de breakthrough.

Rearranjando as equacgdes da Figura 2.7, obteremos:

J, Q.Codt— [7Q.C.dt = Vy.e.Co+my.q (2.5)
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Para o calculo da capacidade de adsorcao e excluindo-se volumes mortos,

a Equacéo 2.5 foi reescrita como:

Co

a= 2| f (1-7).dt Ve (2.6)

my, tmorto

em que g € a quantidade adsorvida em mg por g do adsorvente (mg/g), Q é a

vazdo em mL/min, C, é a concentragao inicial do adsorbato em mg/mL, m. é a

massa do adsorvente no leito, a integral de ftoo (1 — C) .dt é a area hachurada

morto Co

demonstrada na Figura 2.7, € é a porosidade do leito e V. é o volume do leito

preenchido.

2.2.5 Porosidade do Leito, Total e de Particula

A caracterizagdo hidrodinamica do leito, com vistas a obtencdo de
parametros hidrodinamicos é indispensavel tanto para o calculo das isotermas

como também para a posterior modelagem matematica dos dados.

2.2.5.1 Porosidade do leito

Para o calculo das porosidades do leito empacotado empregou-se a
cromatografia em pulso, que se fundamenta no registro da concentragao de um
tracador a saida da coluna como resposta a injegdo de uma certa quantidade a
entrada da coluna sob uma determinada vaz&o do liquido de arraste (RAMOS,
2008). Para se determinar a porosidade do leito, utilizou-se o tragcador azul-
dextrana, de alto peso molecular (aprox. 2MDa), o que impedia a penetracéo
deste nos poros da particula, fazendo-o percorrer todo leito sem interagir

quimicamente com o recheio ou se difundir em seus poros.

Primeiramente, foi necessario calcular o volume morto (Vm). Este volume

diz respeito ao caminho de todas as tubulagbes e conexdes existentes,
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excetuando-se o leito, desde o injetor até a saida da coluna. Este volume é dado

por:

em que Q é a vazao do fluido e tn, o tempo morto. Entende-se como tempo morto
o intervalo de tempo necessario para que uma dada porcao de fluido percorra
os trechos de um sistema cromatografico que ndo fazem parte do leito

adsorvente (tubulacdes antes e apds a coluna, bombas, injetor, etc.).

Para a determinacdo desse parametro, foi empregada uma solugdo de
acetona a 20%, que foi bombeada a uma vazao de 0,5 mL/min (na auséncia da
coluna) para que se pudesse observar o pulso de concentragado no detector IR a
saida do capilar. O tempo morto foi determinado com um cronémetro e o
procedimento repetido por 3 vezes, para confirmar a repetitividade dos dados,
pois, como ja frisado anteriormente, esses valores ndo sdo somente importantes
para o estudo da dindmica em leito fixo, mas também essenciais para o calculo

de isotermas de equilibrio.

Com Vi, ja conhecido, experimentos com a azul-dextrana foram realizados
na coluna, desta vez, com o leito ja empacotado. A quantidade de azul-dextrana
0,2% injetada em cada resina foi de 5 mL a uma vazao de 0,5 mL/min. A partir
do tempo de retencao da azul dextrana () registrado pelo sistema de detecgéo

IR, foi possivel calcular o valor da porosidade do leito pela equagao 2.8 a seguir:
ty —ty, = &— (2.8)

Sendo € é a porosidade do leito, tr o tempo de retencédo e Vc o volume da

coluna.

2.2.5.2 Caélculo da porosidade total (e7)

Para a determinagao da porosidade total do leito, utilizou-se como tragador
uma solucédo de acetona 20% v/v em agua e realizaram-se experimentos de

pulsos cromatograficos na resina empacotada. A quantidade de acetona 20%
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injetada em cada resina foi de 5 mL a uma vazdo de 0,5 mL/min. A partir do
tempo de retencdo da acetona (f;) registrado pelo sistema de deteccédo IR e do
tempo morto (fm) ja calculado anteriormente, foi possivel obter o valor da

porosidade total, conforme a equacgao 2.9 a seguir:

t,—t, = eT.% (2.9)

2.2.5.3. Calculo da porosidade da particula (&p)

Por fim, para a determinagao da porosidade da particula utilizaram-se os
valores obtidos da porosidade do leito (¢), pela injecdo de azul-dextrana, e da
porosidade total (e71), pela inje¢cdo de acetona 20%, e por meio da equagéao 2.10
a seguir, é possivel obter o valor da porosidade da particula da resina Capto
MMC.

er=¢e+ (11— ¢€).é&p (2.10)

2.2.6 Testes de eluigao por Planejamento de Experimentos

O adsorvente multimodal Capto MMC, na maioria das vezes, requer
condigdes de eluicdo diferentes das utilizadas em trocadores de ions
tradicionais. Os motivos principais para tal exigéncia € a propria caracteristica
multimodal do adsorvente (que permite trabalhar em uma ampla faixa de pH e
possibilita diferentes tipos de interacdes, como interacdes ibnicas, hidrofébicas
e ligagdes de hidrogénio) e sua tolerancia a altas concentragdes de sal no meio.
Esses atributos favorecem bastante a etapa de adsorcdo, tendo em vista a
possibilidade de se utilizar meios em condi¢gdes extremas de condutividade sem
a necessidade de tratamentos prévios, mas, por outro lado, dificultam
consideravelmente a etapa de dessorgcédo pelos mesmos motivos. O fato de a
resina Capto MMC permitir a adsorgao eficiente de proteinas em solugdes de
elevada condutividade, em muitos casos limita a utilidade do aumento da
concentragdo de sal como unica forma eficiente de eluigdo, 0o que exige um

protocolo diferente para esta etapa, se comparado aos trocadores de ions
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tradicionais (GE, 2011). Estivesse este trabalho empregando adsorg¢ao de troca
ibnica ou de interagao hidrofébica individualmente, as condi¢gdes de eluicao
otimas seriam, instintivamente, aquelas de menor adsorgdo observadas no
primeiro planejamento experimental realizado. Porém, como ambos os
fendmenos ocorrem simultaneamente, um novo planejamento tem de ser
realizado, haja vista nao se poder prever o comportamento da dessorgao neste
caso especifico. Portanto, a eluicado ideal sera conseguida por uma combinacéo
de alterag¢des no pH, concentracio de sal e forga ibnica do tampao de eluicéo, a

exemplo da etapa de adsorcgao.

Em geral, trés s&o os parametros cruciais a serem observados para que se
obtenha uma efetiva eluicdo da proteina adsorvida: pH, concentragao de sal no
meio e forga ibnica do tampao. A Tabela 2.6, a seguir, mostra as condi¢oes de

valor maximo, minimo e o ponto central, para cada variavel independente.

Tabela 2.6 Valores maximos, minimos e pontos centrais das variaveis independentes utilizadas

no planejamento experimental para eluigao.

Valor maximo Ponto central Valor minimo
pH ‘ 6,5 7,0 7,5
Fl ‘ 25 mM 50 mM 75 mM

Conc. Sal ‘ 0,5M 0,75 M 1,0 M

Uma vez fixados esses valores, o software STATISTICA v.10 apresenta
uma planilha com 17 corridas (com um ponto central em triplicata, para validagao
de resultados) (Tabela 2.7). Realizaram-se entdo os 17 experimentos nas
condigdes fornecidas pelo software. O procedimento experimental seguido
segue como descrito posteriormente na segao 2.3.3, com a etapa de adsorgao
sendo interrompida imediatamente apds o surgimento do breakpoint, momento
onde as primeiras concentracdes de proteina sao identificadas na saida do
aparato. Utilizou-se uma coluna de vidro GE, com 10 cm de altura e 10 mm de
diametro empacotada com um volume de 2,04 mL (correspondente a uma massa
de 1g) do adsorvente Capto MMC. O fluxo empregado foi de 0,5 mg/mL e a

concentragao enzimatica foi de 0,4 mg/mL em todos os experimentos, devido ser
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esse o valor encontrado nas amostras fermentativas, para que assim,

pudéssemos obter resultados passivos de comparagéo.

Tabela 2.7 Delineamento completo gerado pelo software Statistica v. 10 para as variaveis

independentes do processo de elui¢ao.

EXP. FI (mM) pH SAL (M)
01 25,0 6,5 0,50
02 25,0 6,5 1,00
03 25,0 7,5 0,50
04 25,0 7,5 1,00
05 75,0 6,5 0,50
06 75,0 6,5 1,00
07 75,0 7,5 0,50
08 75,0 7,5 1,00
09 7,95 7,0 0,75
10 92,0 7,0 0,75
11 50,0 6,2 0,75
12 50,0 7,8 0,75
13 50,0 7,0 0,33
14 50,0 7,0 1,17

15 (C) 50,0 7,0 0,75

16 (C) 50,0 7,0 0,75

17 (C) 50,0 7,0 0,75

A variavel-resposta a ser obtida nesse ensaio € a recuperacdo que, neste
trabalho, é entendida como a razdo (em porcentagem) de concentragao proteica
e/ou atividade enzimatica recuperada na etapa de eluicdo em relagao a etapa de

injecao.

2.3 PURIFICAGAO DE B-GALACTOSIDASE ORIUNDA DE
FERMENTAGAO POR CROMATOGRAFIA DE MODO MISTO
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Esta secao se propde a estudar a adsorgao, recuperacao e purificacao das
solugdes advindas do caldo fermentativo obtidos com os procedimentos ja
descritos anteriormente. Para isso, utilizaram-se as condi¢cbes otimizadas de

processos que foram obtidas ao longo da segao 2.2.

2.3.1 Precipitagao Proteica

Ao extrato bruto, ja livre de células por etapa de centrifugacéo, adicionou-
se sulfato de aménio a 85% de saturacdo. O sal foi adicionado de forma
progressiva, esperando a dissolugdo de cada fracdo e agitando sempre
vagarosamente até a agregacao das proteinas e que todo o soluto estivesse
dissolvido. Cobriu-se o recipiente com filme de plastico e a solugao foi
armazenada na geladeira (8°C) durante 24 h. Posteriormente, submeteu-se a
solugdo resultante a uma centrifugacdo a 12.000g por 30 minutos a 4°C,
guardando o precipitado e o sobrenadante até a sua utilizagdo. Ao analisar o
sobrenadante, se ainda houvesse concentragdes ou atividades significativas de
enzima, um novo fracionamento era iniciado, a fim de se obter a quantidade

maxima possivel de enzimas na solugéo final.

Por fim, o precipitado foi ressuspendido em 100 mL de tampéo fosfato de
potassio 100 mM pH 7,0 e este, submetido a uma dessalinizacéo, realizada por

membranas de dialise.

2.3.2 Dialise da solugao enzimatica

Nos ensaios experimentais de dialise das fragdes precipitadas, utilizou-se
uma membrana da marca Sigma Aldrich, com diametro de 16 mm, largura de 25
mm, comprimento de 30 cm e corte de 12 a 14 kDa. A membrana foi aquecida
numa solugéo com 2% de bicarbonato de sédio e 1mM de EDTA a 80°C durante
30 minutos, sendo de seguida lavada com agua destilada. Foi guardada em agua
destilada a 4°C.

O dispositivo experimental consistia de um frasco que continha a

membrana de dialise e o volume de dialisado, como é representado na Figura
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2.10. Relativamente a membrana de dialise, amarrou-se uma das extremidades
e colocou-se dentro desta 10 mL da solugao a dialisar (retentato). Fechou-se,
usando fio simples, a membrana com um no, colocando-a de seguida dentro do
frasco de didlise. Preencheu-se o maximo de volume do frasco de didlise com

agua destilada a 8°C, registrando o volume desta (aproximadamente 2 L).

A medicdo da condutividade foi utilizada para estimar o conteudo de sal
tanto no retentato como no dialisado apds cada ensaio experimental, utilizando-
se um condutivimetro simples de laboratério. Deste modo, obtinha-se uma
estimativa rapida da quantidade de sal, o que permitia verificar e controlar como

estava evoluindo a difusdo de sal do retentato para o dialisado.

A Figura 2.8, a seguir, ilustra o sistema de dialise utilizado.
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Figura 2.8 Esquema de didlise da solugdo advinda da precipitagdo proteica. (a)
Enchimento da membrana de dialise (b) Agitagdo e constante troca da agua (c) Aumento de

volume devido a osmose que ocorre no sistema.
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O procedimento padrdo que se empregou na dialise de proteinas foi o
seguinte: (1) iniciou-se a dialise a temperatura ambiente durante 2h; (2) Trocou-
se o dialisado e colocou-se a amostra a ser dialisada por mais duas horas a
mesma temperatura; (3) Trocou-se o dialisado novamente e deixou-se a amostra
a dialisar em overnight a temperatura de 4°C. (4) Trocou-se a agua do recipiente
por tampéao fosfato de potassio, para que, desta vez, os sais tamponantes
migrassem da solugdo para a amostra, e deixou-se por mais 4h, finalizando-se

assim o procedimento

2.3.3 Ensaios em coluna cromatografica

Os ensaios cromatograficos com a [-galactosidase oriunda de meio
fermentado, precipitado e dialisado foram realizados utilizando-se um aparato
experimental como o ja descrito na Figura 2.6. Primeiramente, a solugdo a ser
estudada, com concentracéo e atividades iniciais conhecidas, foi alimentada na
coluna empacotada com 1 g da resina Capto MMC, a um fluxo constante de 0,5
mL/min, até que o breakpoint (momento onde as primeiras concentragdes
comegaram a ser notadas na saida do sistema) fosse atingido. Isso foi realizado
com o intuito de maximizar os valores de recuperagao (tanto de atividade quanto
de proteina total). Logo apds, a resina foi lavada, para a retirada das fragoes
proteicas ndo adsorvidas. Em seguida, realizou-se a eluigdo das proteinas com
tampao fosfato de potassio, nas condicdes de dessorgao 6timas encontradas
nos experimentos de planejamento experimental. Por fim, a coluna foi
regenerada com KOH 1,0M, para a retirada das possiveis fragcbes enzimaticas
ainda ligadas a superficie do adsorvente, garantindo assim a limpeza total do
adsorvente e a possibilidade de se iniciar um novo ciclo de adsorgdo. As
amostras estudadas foram: 1. Amostra antes da precipitacdo proteica e 2.
Amostra apos a precipitagao proteica. As corridas foram realizadas em duplicata,

para a validagao e asseguragao da reprodutibilidade dos dados.
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CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PRODUGAO DE B-GALACTOSIDASE POR Kluyveromyces lactis
EM FERMENTACAO SUBMERSA

Como ja enfatizado no capitulo referente a Metodologia desse trabalho, a
producdo da lactase de interesse ja havia sido estudada e otimizada
anteriormente por Freitas (2013), o que ja nos permite saber que os valores de
concentracdo e atividade enzimatica aqui encontrados seriam os melhores

possiveis, dentro das condi¢bes empregadas.

Para o estudo realizado, foram necessarias 6 bateladas de fermentacéo e,
ao final de cada uma delas, medidas de concentragao de proteina total e
atividade enzimatica eram realizadas, segundo os procedimentos descritos na

secdo 2.1.8 e 2.1.9, do capitulo anterior.

A Tabela 3.1 descreve quantitativamente cada fermentacédo, quanto aos
valores volume de extrato obtido (mL), concentragao proteica (mg/mL), atividade
enzimatica total (U/mL) e atividade especifica (U/mg). Como ja definido na secéo
2.1.9, uma unidade de B-galactosidase € definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar um pmol de glicose por minuto. Assim, a atividade enzimatica
total, é calculada em unidades de atividade por mL. A atividade especifica, por
sua vez, é a atividade total em funcdo da massa de proteina, obtida pela divisdo

da atividade enzimatica pela concentracao de proteinas totais.

Observando-se a Tabela 3.1 nota-se que, embora o volume tenha se
mantido uniforme, é notavel o decréscimo dos valores de concentragdo e
atividade, especialmente nas ultimas bateladas. Porém, desde o principio, fixou-
se o valor de concentragdo padrao para os ensaios cromatograficos em 0,4
mg/mL. Assim, em todas as analises, diluicdes do extrato eram realizadas com
0 objetivo de se padronizar os ensaios para esta concentragcdo, sempre que
possivel. Vale salientar, ainda, que embora os valores de atividade enzimatica e

concentragcao tenham diminuido, a atividade especifica do extrato permaneceu
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consideravelmente constante, o que, de certa forma, péde nos conferir uma

razoavel confiabilidade e reprodutibilidade de dados.

Tabela 3.1 Volume de extrato obtido, concentragao e atividade de cada fermentagao realizada.

Batelada Volume de Proteina Atividade Atividade
Extrato Obtido Total Enzimatica Especifica

(mL) (mg/mL) (U/mL) (U/mg)

1 60 0,58 92 158,6

2 75 0,49 86 175,5

3 60 0,46 78 169,5

4 70 0,41 71 173,2

5 70 0,40 69 172,5

6 60 0,31 49 158,1

3.2 ENSAIOS CROMATOGRAFICOS COM SOLUGAO COMERCIAL DE
B-GALACTOSIDASE

Os dados obtidos neste capitulo sdo de extrema importancia para a
comparacao da performance de adsorgao da resina Capto MMC, quando frente
a uma solugdo monocomponente comercial e a uma solugdo advinda

diretamente de um processo fermentativo.

3.2.1 Caracterizacao do leito

A caracterizacao dos leitos foi realizada segundo método descrito no item
2.2.5. Com os valores do volume da coluna, tempo morto, tempo de retencéo da
azul dextrana e da acetona, foi possivel realizar o calculo da porosidade total,

porosidade do leito e de particula.

Os graficos nas Figuras 3.1 e 3.2 a seguir mostram o perfil dos ensaios com

0s picos de azul dextrana e acetona, respectivamente. A Tabela 3.2, logo em
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seguida, apresenta os valores medidos e calculados na caracterizagao do leito
com a resina Capto MMC. O tempo de retencéo (tr) corresponde ao ponto onde

observou-se o maior valor de absorbancia.
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Figura 3.1 Perfil de retencdo de Azul Dextrana para calculos de parametros hidrodinamicos
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Figura 3.2 Perfil de retengédo de Acetona para calculos de parametros hidrodindmicos
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Tabela 3.2 Caracteristicas hidrodinamicas experimentais obtidas para o leito fixo

utilizado nos experimentos.

Parametro Valor
Tempo morto (sem as resinas) 240 s
Tempo médio de retencao da azul-
360 s
dextrana
Tempo médio de retengao da
430 s
acetona
Volume da coluna 2,04 mL
Porosidade do leito 0,39
Porosidade total 0,73
Porosidade de paricula 0,55

O valor de porosidade do leito que foi obtido € condizente, visto se tratar de
um empacotamento manual. Muito raramente se encontram valores inferiores a
0,3 em empacotamentos desse tipo. Wenger (2010) obteve, para um leito
empacotado com a mesma resina deste estudo, um valor de 0,38 para este

parametro.

Os valores de caracterizagédo dinamica do leito sdo de extrema importancia
para os calculos de gmax através da isoterma. Outra aplicagdo desses resultados
€ na modelagem matematica dos dados, com vistas a uma futura ampliagao de

escala do processo.

3.2.2 Testes de Adsorg¢ao por Planejamento Experimental

Para os testes de adsorcao, estudou-se a influéncia dos trés parametros
mais importantes no fendbmeno, que foram o pH, a concentragao de sal no meio
enzimatico (SAL) e a forga ibnica do tampao fosfato (FI). A seguir, na tabela 3.3,
segue o delineamento completo fornecido pelo programa STATISCA v.10,
relacionando os trés parametros supracitados, cada um em trés condicdes

diferentes, o que resultou em 17 condi¢des experimentais, com um ponto central
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em triplicata. A variavel dependente (ou resposta) foi a quantidade adsorvida na

resina (q), calculado pela equacéao 2.4.

Tabela 3.3 Resposta ao planejamento experimental de adsorgéo.

EXP. FI (mM) pH SAL (M) q (mglg)
01 50,0 6,5 0,00 2,42
02 150,0 6,5 0,00 0,26
03 50,0 6,5 1,00 2,24
04 150,0 6,5 1,00 1,72
05 50,0 7,5 0,00 1,68
06 150,0 7,5 0,00 0,09
07 50,0 7,5 1,00 3,54
08 150,0 7,5 1,00 1,98
09 100,0 6,2 0,50 1,21
10 100,0 7.8 0,50 2,21
" 100,0 7,0 0,00 1,32
12 100,0 7,0 1,34 3,22
13 15,9 7,0 0,50 2,88
14 184,1 7,0 0,50 0,99

15 (C) 100,0 7,0 0,50 2,28

16 (C) 100,0 7,0 0,50 2,41

17(C) 100,0 7.0 0,50 2,33

Observou-se uma variagao consideravel nos valores de valor g entre as
condigdes estudadas, o que ja nos da uma ideia da importancia real deste
estudo. Os valores de q variaram desde 0,09 (no ponto 6) até 3,54 (na condigéo
7).

O gréfico a seguir, denominado Diagrama de Pareto (Figura 3.3), também
cedido pelo Software apds a insercdo dos resultados, que mostra as variaveis
que apresentam real influéncia na etapa de adsorg¢ao, ao nivel de 90% de

significancia.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: q
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,0977987
DV: q

(1)FIL) F --7,79319 ]
(3)sal(L) | -7,085297

2Lby3L | 2,794711

pH(Q) -2,50687

(2)pH(L) | 1,984554

1Lby3L | 1,885752

FIQ) | -1,6494

salQ) -1,19838

1Lby2L | -,533618

p=,1
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 3.3 Diagrama de Pareto para os experimentos de adsorgéo.

Todos os parametros que ultrapassam a linha do valor de p = 10%
apresentam variaveis que influenciam significativamente o valor de q na etapa
de adsorgdo. Observa-se que todas as variaveis lineares estudadas (pH, Sal e
FI) tém influéncia significativa no estudo. Também apresentam alguma influéncia

o pH quadratico e a interagao entre Fl e Sal.

A Tabela A1, disponivel no anexo ao final desta dissertagcao, descreve os
coeficientes do modelo de regresséao, a partir da matriz codificada, apresentando
os principais efeitos e a interacdo das variaveis estudadas, para a reposta de
valor q. Para a resposta analisada, as variaveis que apresentaram significancia

a nivel de 10% encontram-se destacadas em negrito.

Os modelos de regressao obtidos para o valor q, utilizando-se dos dados

fornecidos pelo software, podem ser definidos pelas equagdes encontradas na
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Tabela 3.4. A grande importancia de modelos como esses é a de, uma vez
validado estatisticamente, nos permitir conhecer o valor da variavel resposta
(neste caso, q), dado quaisquer condi¢gbes dentro do intervalo estudado, antes
mesmo de realizar o experimento. Esta predicdo é altamente relevante na
otimizac&o de analises laboratoriais (RODRIGUES E LEMMA, 2009).

Tabela 3.4 Modelos de regresséo do valor q

pH Modelo

6,5 ‘ z=0,01x-0,0001x?+ 0,4y - 0,55y% + 0,0083xy + 3,68 (3.1)
7,0 ‘ z=-0,09x - 0,0001x?> + 0,9 y - 1,55y? + 0,0083xy +2,32 (3.2)
7,5 ‘ z=0,01*x - 0,0001x>- 1,8y - 0,55y? + 0,0083xy + 2,39 (3.3)

em que x € Forga ibnica do tampao, y = Concentragdo de sal e z = q.

De acordo com a analise de varidncia (ANOVA) (Tabela 3.5), o valor do
numero de Fischer (F) calculado para os modelos de valor q na etapa de
adsorcgao foi de 15,28, ou seja, bem maior do que o valor de Fo,7,10% tabelado,
que é de 2,78. Assim sendo, o modelo obtido pode ser considerado
estatisticamente significativo e, consequentemente, valido para descrever o

estudo desenvolvido.

Tabela 3.5 Analise de varidncia das variaveis estudadas na adsorgao

Fonte de Soma Graus de Média
Valor F P-valor
variagao | quadratica | liberdade | quadratica

Regressao | 13.45169 9 1,49457 15,28 10%
Residual 0,68459 7 0,0978
Total 14,13718 16
Ftab (90%) 2,72
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Por fim, pode-se plotar a superficie de resposta (Figuras 3.4, 3.5 e 3.6) para
o valor g nos trés pH estudados (6,0, 7,0 e 7,5) correlacionando a forga ibnica do

tampéao e a concentragédo de sal no meio submetido a adsorgao.

Fitted Surface; Variable: g
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=0977987

"’

<175
[1=075
B =-0.25
B =-1.25

Figura 3.4 Superficie de resposta para adsorgdo em pH 6,5
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Fitted Surface:Varable: g
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; M3 Residual=0977987
DV:q

| X
| ES
-2
<1
B <0
|
B -2

Figura 3.5 Superficie de resposta para adsorgdo em pH 7,0
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Fitted Surface; Variable: q
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,0977987
DV:q

o_xN@hm

°

\ v
N -

i
<3
<2
PN C <1
<o
B <1
<2

Figura 3.6 Superficie de resposta para adsorgdo em pH 7,5

Como as superficies de resposta apresentam uma regido bem definida para
0 maximo valor de @, as condi¢gbes 6timas para a adsorgdo foram encontradas
através da determinagao do ponto critico (onde a derivada da equacéo € igual a
zero). Observa-se que as melhores condi¢des estdo sob os pH 7,0 e 7,5, visto

que nestes, os valores de g sao maiores que 3,0.

Observa-se também, por meios dos graficos de superficie de resposta, que
menores valores de Forca I6nica do tampao sdo mais eficazes na adsorgao, fato

que pode ser comprovado no Diagrama de Pareto, onde este parametro linear
apresenta valor negativo.
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Quanto ao parametro concentragcdo de sal, maiores valores nos dao
melhores resultados. Isso ja era esperado, visto se tratar de resina de
Cromatografia de Modo Misto, onde o adsorbato tem sua adsor¢ao melhorada
em presenga de sal devido a possibilidade de interagdes hidrofébicas (além de
interagdes idnicas) com o adsorvente. Neste tipo de interagao, a presencga de sal
expde as fragdes hidrofdbicas da proteina que se liga mais eficientemente ao

adsorvente, fomentando os resultados aqui encontrados.

Assim sendo, dentro desses parametros, para o pH 7,0, a forga ibnica do
tampéao de adsorg¢ao devera ser de 50 mM e a concentragédo de sal no meio de
1,0 M.

3.2.3 Isoterma de adsorgao de proteina total e atividade

Para a obtengao da isoterma de adsorgao a 25 °C, foram obtidas as curvas
de breakthrough para as concentracées 0,5; 0,4; 0,3; 0,2 e 0,1 mg/mL e para as
atividades de 800, 600, 400, 300 e 250 U/mL, respectivamente. As
concentragdes foram escolhidas por estarem dentro da faixa daquelas ja
encontradas no extrato bruto proveniente do processo fermentativo, para que os
resultados se aproximassem ao maximo dos valores a serem possivelmente
encontrados posteriormente na amostra advinda da fermentagcdo. Ja as
atividades sao as obtidas na amostra comercial correspondentes a estas
concentragdes. Utilizaram-se as mesmas condi¢gdes 6timas obtidas na etapa de

Planejamento Experimental para adsorgao.

As curvas de breakthrough de concentragcdo de proteina total obtidas em
cada ensaio foram compiladas e sdo apresentadas na Figura 3.7. Cada curva
reflete a variagdo da concentracao de adsorbato com o tempo a saida da coluna,

permitindo calcular um ponto na isoterma de adsorcéo (g%, Co).

Observa-se que as curvas apresentam perfis bem semelhantes e estao
dispostos muito proximamente uns dos outros. Isso ocorre devido ao baixo
intervalo de concentragbes empregado na realizagdes dos ensaios. Porém,
ainda assim é possivel observar que concentracbes mais altas apresentam

breakpoints que se manifestam mais rapidamente que concentracbées menores.

66



1.0 S

= el & & 30 W
1‘"
T, *%
& =
0.8 - ot Tk
L]
"
0.6 -
" 0
2 ¥
5
0,4 E 5
‘-
0,2 .
L
- ]
i
D.'u d-d-ld--..-r-h L - T : = -
0 & 10 16 20

Tempo (min)
Figura 3.7 Curvas de breakthrough de proteina total. (») 0,1 mg/ml; (e) 0,2mg/mL (~) 0,3
mg/mL; (+) 0,4mg/mL; ( < ) 0,5 mg/mL. Condigbes: Tampao fosfato pH 7,0 FI 50mM + 1,0M
NaCl

A partir das curvas de breakthrough obtidas com diferentes concentragdes
de alimentagao da enzima, e utilizando-se das Equacgoes 3.1 a 3.3, relativas aos
modelos de regressao, a isoterma de adsorcdo a 25 °C foi construida (Figura
3.8). A curva representa a equacdo de Langmuir ajustada aos dados
experimentais. O comportamento observado na Figura 3.4 é tipico de uma
isoterma do tipo Langmuir. O modelo de Langmuir considera que a area
superficial do adsorvente, capaz de acomodar o adsorbato numa monocamada,
€ limitada e o numero total de moléculas que podem ser acomodadas & finita
(RAMOS, 2008). Dessa forma, com a formagado da monocamada, ou seja, apos
o preenchimento de todos os sitios ativos, as enzimas nao serao mais adsorvidas

na fase solida e o adsorvente atingiu a saturagéao.
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Figura 3.8 Isoterma de adsorcdo de proteina total a 25°C. Condigbes: Tampao fosfato
pH 7,0 F1 50mM + 1,0M NacCl. () Pontos experimentais (-) Modelo de Langmuir.

Para o calculo de q, utilizou-se a equagao 3.4, abaixo.

) (ApQ— €Ve)
= -2V, (3.4)

em que Co € a concentragdo na entrada da coluna (mg/mL), g € a quantidade de

proteina adsorvida na resina (mg/mL) em equilibrio com Co, An € a area
hachurada delimitada pela curva e &, a porosidade do leito. A area Aij esta

ilustrada na Figura 2.8, como sendo a regiao hachurada da figura, que

representa a capacidade adsortiva da resina frente a enzima.

Os parametros dos ajustes ndo-lineares das isotermas de adsorgdo do
modelo sao apresentados na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 Parametros do modelo de Langmuir para isoterma de adsorg¢ao de proteina

total.
Parametro Valor Erro
Qmax (Mmg/mL) 3,0831 10,417
K (mL/mg) 1,5197 10,321
Chi? 0,0012 -
R? 0,9960 -

Com um R? bem préximo a 1 e um valor de chi? muito baixo, pode-se

concluir que o modelo utilizado se aplica bem na descricdo dos dados obtidos

experimentalmente.

Graficos semelhantes para curvas de ruptura de atividade (Figura 3.9),
isoterma de adsorcgao de atividade (Figura 3.10) e tabela com os parametros do

ajuste (Tabela 3.7) sdo apresentados a seguir.
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Figura 3.9 Curvas de breakthrough de atividade enzimatica (=) 250 U/ml; (e) 300 U/mL
(«)400 U/mL; (+) 600 U/mL; ( <) 800 U/mL. Condigbes: Tampao fosfato pH 7,0 FI 50mM +
1,0M NaCl.
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Figura 3.10 Isoterma de adsorgao de atividade enzimatica a 25°C. Condigdes: Tampao

fosfato pH 7,0 F1 50mM + 1,0M NaCl. (=) Pontos experimentais (-) Modelo de Langmuir.

Tabela 3.7 Parametros do modelo de Langmuir para isoterma de adosorgéo de atividade
enzimatica.

Parametro Valor Erro
Qmax (U/mL) 8600 1774
k (mL/U) 4,6 x 10+ +1,9x10°
Chi? 0,0026 -
R? 0,9919 -

Mais uma vez, a comparac¢ao dos resultados obtidos € comprometida pela
escassez de dados na literatura sobre o adsorvente em questao. Nfor (2011)
encontrou valores de gmax de 10,2 mg/mL para adsorgao de IgE e Wenger (2010),
valores de 42,1 mg/mL para adsorgao de IgG. Porém, visto se tratar de proteinas
de naturezas bem diferentes da B-galactosidase, tais valores ndo s&o passivos

de comparacéao direta.
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Sendo assim, com o valor de gmax da resina Capto MMC estabelecido,
podemos calcular as condigbes a serem empregadas na injecao da amostra

advinda da fermentacao no leito fixo, descrita nas secdes posteriores.

3.2.4 Testes de Eluigao por Planejamento Experimental

Um segundo estudo de Planejamento Experimental foi realizado, desta vez
para a etapa de dessorgdo. Como ja mencionado na sec¢éo 2.2.6, foram trés os
parametros estudados para a eluicdo: pH, concentracdo de sal no meio
enzimatico e forga idbnica do tampao fosfato. Na Tabela 3.8 segue o delineamento
completo fornecido pelo programa STATITISCA v.10, relacionando os trés
parametros supracitados, cada um em trés condigdes diferentes, o que resultou
em 17 condi¢cdes experimentais, com um ponto central em triplicata. A variavel
dependente (ou resposta) foi a recuperagdo da enzima (proteinas totais). A
recuperacgao é a porcentagem de concentragcédo recuperada na etapa de eluicéo

em relagao a injetada na etapa de carga (Equacéao 3.5).

(qelu) + 100 (3.5)

REC =

Qinj

Ainda na Tabela 3.8, observou-se uma variagcdo consideravel nos valores
de recuperacéo entre as condi¢gbes estudadas, o que ja nos da uma ideia da
importancia real deste estudo. Os valores de recuperagéo variaram desde 17%
(no ponto 13) até 88% (na condigao 4). Na realidade, o menor rendimento pode
ser observado no ponto 11 (pH 6,1), onde ndo houve nenhuma recuperagao da
enzima submetida a adsorgao, porém isso pode ser facilmente explicado pelo
fato de que o tampao empregado no estudo (fosfato de potassio) tem faixa de
tamponamento em pH entre 6,5 e 7,5 e que, em uma zona fora desta, a
dessorcao é totalmente comprometida devido a perda da atividade tamponante
do fosfato. O mesmo ocorreria para a condi¢gao seguinte (ponto 12, pH 7,8),
porém ainda se observa alguma recuperagao possivelmente por causa do pH

basico, que ja se aproxima mais do pH de regeneragao da coluna com KOH.
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Tabela 3.8 Resposta ao planejamento experimental de eluigdo

RECUPERAGAO
EXP. FI pH SAL
(%)
01 25,0 6,5 0,50 65
02 25,0 6,5 1,00 37
03 25,0 7,5 0,50 70
04 25,0 7,5 1,00 88
05 75,0 6,5 0,50 25
06 75,0 6,5 1,00 31
07 75,0 7,5 0,50 41
08 75,0 7,5 1,00 22
09 7,95 7,0 0,75 76
10 92,0 7,0 0,75 79
11 50,0 6,1 0,75 0
12 50,0 7.8 0,75 31
13 50,0 7,0 0,33 17
14 50,0 7,0 1,17 44
15 (C) 50,0 7,0 0,75 73
16 (C) 50,0 7,0 0,75 70
17(C) 50,0 7,0 0,75 70

A seguir, o Diagrama de Pareto (Figura 3.11), que exibe as variaveis que
apresentam influéncia significativa na recuperacédo enzimatica. Observa-se que
as trés variaveis estudadas, a 90% de confianga, apresentam efeitos sobre a
recuperacao enzimatica na eluicdo. Em ordem decrescente de influéncia, temos
o pH quadratico, a concentracido de sal quadratica e a forca idnica linear. Nota-
se também que nenhum efeito de interacao afetou significativamente a variavel-
resposta, ou seja, os parametros estudados tém influéncia sobre a recuperagao

separadamente, mas ndo conjuntamente.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Rend
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,0339579
DV: Rend

pH(Q) | !-3,25091

sal(Q) | -2,28463

(FIL) ¢ -1,9964

(2)pH(L) [ 1,690689

1Lby2L -,940114

FIQ) ¢ 7430522

2Lby3L | ,402906

(3)Sal(L) | ;3290524

1Lby3L -,057558

p=,1
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 3.11 Diagrama de Pareto para experimentos de elui¢cdo

Devido a escassez de trabalhos na literatura que reportam o emprego da
técnica de Cromatografia de Modo Misto na recuperagéo de proteinas e enzimas,
realizar uma comparacao de resultados se torna, de certa forma, uma tarefa
dificil. Porém, em um relatério feito pela prépria GE sobre otimizagdo das
condigdes de eluicao da proteina BSA em resina Capto MMC mostra que esses

trés fatores também influenciaram na recuperacéo (GE HEALTHCARE, 2008).

A Tabela A2, disponivel no anexo ao final desta dissertagcao, descreve os
coeficientes do modelo de regresséo, a partir da matriz codificada, apresentando
os principais efeitos e a interacdo das variaveis estudadas, para a reposta de
recuperacdo enzimatica. Para a resposta analisada, as variaveis que

apresentaram significancia a nivel de 10% encontram-se destacadas em negrito.
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Os modelos de regressao obtidos para a recuperacao enzimatica (REC), a
exemplo do que foi feito na etapa de adsorgcdo, podem ser definidos pelas

equacodes encontradas na Tabela 3.9.

Tabela 3.9 Modelos de regressao para recuperagao

pH Modelo

6,5 ‘ z=0,0201x + 0,0001x?>+ 0,61y — 1,71y? - 0,0006xy — 40,6  (3.6)
7,0 ‘ z=0,0242x + 0,0001x?+ 1,63y - 2,01y - 0,0006xy - 36,9 (3.7)
7,5 ‘ z =0,0248x + 0,0001x% + 1,13y - 2,04y? - 0,0006xy - 38,1 (3.8)

em que x é Forga ibnica do tampao, y = Concentragao de sal e z= REC.

De acordo com a analise de variancia (ANOVA) (Tabela 3.7), o valor de F
calculado para o modelo de recuperagdo enzimatica na etapa de eluicédo foi de
2,79, ou seja, maior do que os valores de Fg,7,10% tabelado, que € de 2,72. Assim
sendo, o0 modelo obtido pode ser considerado estatisticamente significativo e,

consequentemente, também valido para a descricao do estudo de dessorgao.

Tabela 3.10 Analise de variancia das variaveis estudadas na eluicao

Fonte de Soma Graus de Média
Valor F P-valor
variagao | quadratica | liberdade | quadratica

Regressdo | 0,85368 9 0,09485 2,79 10%
Residual | 0,237705 7 0,03396
Total 1,091388 16
Ftab (90%) 2,72

Por fim, de semelhante modo ao que foi feito nos estudos de adsorcgéo,
pode-se plotar a superficie de resposta (Figuras 3.12, 3.13 e 3.14) para
recuperacao nos trés pH estudados (6,0; 7,0; 7,5) correlacionando a forga idnica

do tampéo e a concentragao de sal no meio de eluigao.
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Fitted Surface; Variable: Rend
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,0339579
OV: Rend

Figura 3.12 Superficie de resposta para adsorcdo em pH 6,5
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Fitted Surface; Variable: Rec
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,0339579
DV: Rec

Figura 3.13 Superficie de resposta para eluigdo em pH 7,0
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Fitted Surface; Variable: Rec
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,0339579
DV: Rec
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Figura 3.14 Superficie de resposta para eluigdo em pH 7,5

Assim como na adsorcdo, as superficies de resposta apresentam uma
regido bem definida para a maxima recuperagao, por isso, as condigbes otimas
para a eluigao foram encontradas através da determinacao do ponto critico (onde
a derivada da equacéo é igual a zero). Observa-se que as melhores condigdes
estdo sob os pH 7,0 e 7,5, visto que em pH 6,5 ndo se encontram valores de
recuperacao superiores a 0,5. Os resultados encontrados estao similares ao
relatorio feito pela GE (2008), que encontrou as melhores valores de rendimento

nos maiores pH estudados, para adsorgao da proteina BSA.

Observa-se também, por meios dos graficos de superficie de resposta, que
menores valores de Forga I6nica do tamp&o sdo mais eficazes na dessorgao das
enzimas. Tal fato se deve, de acordo com GE Life Sciences (2008), a uma
mudanca de pH mais rapida na etapa de eluicdo, o que faria a biomolécula de

interesse se dissociar do adsorvente de forma mais efetiva.
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Quanto ao parametro concentracdo de sal, maiores valores nos rendem
melhores resultados, fato semelhante ao que ocorre na etapa de adsorgao.
Nesse caso, porém, diferentemente da etapa de adsor¢do, o aumento da
concentragado de sal para dessorgdo é uma caracteristica da cromatografia de

troca iénica.

As melhores condigdes para dessorcdo deverao ser, de acordo com o0s
resultados aqui apresentados, para o pH 7,0, forca ibnica 15 mM e a
concentracao de sal no meio, 0,75 M. Por sua vez, para o pH 7,5, a forga ibnica

devera ser de 15 mM e a concentragao de sal, 0,8 M.

3.3 PURIFICACAO DE B-GALACTOSIDASE ORIUNDA DE
FERMENTAGAO POR CROMATOGRAFIA DE MODO MISTO

3.3.1 Precipitacao proteica e dialise

O fracionamento proteico, realizado com o intuito de precipitar as proteinas
de interesse em solucéo para a exclusdo de impurezas interferentes, e a dialise
da amostra fermentada, com vistas a retirada do sulfato de aménio empregado

na precipitagao, ocorreram de forma satisfatoria, como exibe a Tabela 3.11.

Tabela 3.11 Proteina total, atividade enzimatica, atividade especifica e Fator de

Purificagao (FP) das fragdes coletadas ao final de cada operagao unitaria.

Amostra Proteina Atividade Atividade FP
Total Enzimatica Especifica
Extrato Bruto 0,31 mg/mL 49,2 U/mL 158,7 U/mg 1
Precipitado 0,36 mg/mL 57,1 U/mL 160,3 U/mg 1,01
Dialisado 0,20 mg/mL 72,2 U/mL 361 U/mg 2,27
Fracao Eluida 0,17 mg/mL 91,8 U/mL 540 U/mg 3,40
(secéo 3.3.2)
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O extrato bruto, lisado proveniente diretamente da fermentacdo (momento
onde a unica operagao unitaria que havia sido empregada havia sido a
centrifugacdo para a retirada de massa de células), apds ser submetido a
precipitacao proteica, apresentou um aumento tanto de concentragcao quanto de
atividade. Isso se deve a diminuicdo no volume da amostra final, que concentrou
a proteina de interesse. Mediu-se também a concentracdo e atividade do
sobrenadante para que se assegurasse que a maior quantidade possivel de
proteinas houvesse sido precipitada. Com os baixos valores obtidos para esses
parametros (proteina total 0,03 mg/mL e atividade 0,31 U/mL), pode-se concluir

que a precipitacdo ocorreu de forma eficiente.

A amostra apds a dialise mostra uma diminuicdo no valor de concentracao
e um aumento no valor de atividade enzimatica. Deve-se ressaltar que a medida
de concentragao é dado em funcéo de proteinas totais presentes no meio. Com
a dialise, muitas proteinas de menor peso molecular e outros interferentes que
haviam passado pelo processo de precipitacao foram excluidos, o que fez este
valor cair consideravelmente. Contudo, a analise de atividade enzimatica é
especifica para a B-galactosidase (visto o substrato empregado nos ensaios ser
a prépria lactose). Com a concentracdo dessas enzimas de interesse (que é
comprovado com a eletroforese SDS-PAGE, descrita mais adiante na secéo
3.3.3), era de se esperar que a atividade fosse realmente maior ao final do ensaio
de dialise e, consequentemente, apds o leito fixo. Resultado bem semelhante foi
encontrado por Boeris et al (2012). Esses autores, ao empregarem a técnica de
cromatografia de troca ibnica em leito expandido também observaram um
decréscimo nos valores de concentragao e um aumento nos valores de atividade

apos a corrida cromatografica.

Quando se observa os calculos de atividade especifica, confirma-se a
eficiéncia da técnica na purificacdo da enzima de interesse. Observa-se que,
com o avango das etapas de downstream, ha um aumento na pureza da amostra.
Ao final das operagdes unitarias, obtém-se um fator de purificagéo de 3,4, o que
atesta o potencial da cromatografia de modo misto para a obtengéo de fragdes

concentradas da enzima B-galactosidase.
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3.3.2 Ensaios em coluna cromatografica

Assim sendo, as amostras das fragdes imediatamente apds a lise celular
(amostra 1) e apds a dialise (amostra 2) foram submetidas a corridas em colunas

cromatograficas em leito fixo, com vistas a recuperagcédo da enzima produzida.

As condi¢cdes empregadas nos ensaios em coluna ja foram descritas na
secao 3.2.3 para adsorcao (pH 7,0, FI 50 mM e a concentragao de sal no meio
de 1,0 M) e na secéo 3.2.4, para dessor¢ao (pH 7,5, FI 15 mM e a concentragéo
de sal, 0,75 M). A seguir, as Figuras 3.15 e 3.16 apresentam os cromatogramas
referentes as amostras fermentativas apds a lise celular e apdés a dialise,
respectivamente. Logo apdés os cromatogramas, as Tabelas 3.12 e 3.13
apresentam o balanco de massa, recuperacao e atividade enzimatica ao fim da
corrida cromatografica, em termos de proteina total e atividade. Ressalta-se mais
uma vez que, por definicdo, a recuperagao neste trabalho é sempre entendida
como a razdo (em porcentagem) de concentragcdo proteica e/ou atividade
enzimatica recuperada na etapa de eluigdo em relacao a etapa de injegédo. Outro
fato digno de nota é que, por se tratar de um balango de massa total, as unidades

para proteina total e atividade s&o, respectivamente, mg e U.
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Figura 3.15 Cromatograma obtido para amostra fermentativa apds a lise celular.
Tampao de adsorgao: pH 7,0, FI 50 mM + 1,0 M NaCl. Tampao de elui¢ado: pH 7,5, FI 15 mM +
0,75 M NaCl.
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Figura 3.16 Cromatograma obtido para amostra fermentativa apos a dialise. Tampao de
adsorgao: pH 7,0, FI 50 mM + 1,0 M NaCl. Tampéao de elui¢do: pH 7,5, FI 15 mM + 0,75 M
NaCl.

Tabela 3.12 Balango de massa (BM) em cada uma das etapas da corrida cromatografica em
fungéo da concentragéo de proteinas totais e atividade para a amostra 1 (extrato bruto). Tampao
de adsorgao: pH 7,0, FI 50 mM + 1,0 M NaCl. Tampé&o de eluigdo: pH 7,5, FI 15 mM + 0,75 M
NaCl.

Amostra 1 Proteina BM (%) Atividade BM (%) AE (U/mg)
Total (mg) (V)

Aliment. 2,43 100 343,9 100 141,5

Adsorgao 0,78 32,3 131,0 38,1 168,0

Lavagem 1,24 51,1 160,5 46,8 129,4

Eluicao 0,43 18,0 55,6 16,1 129,3

TOTAL - 101,4 - 101,4 -
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Tabela 3.13 Balanco de massa (BM) e atividade especifica (AE) em cada uma das etapas da
corrida cromatografica em fungdo da medida de proteina total, atividade total e atividade
especifica (AE) para a amostra 2 (extrato pds-dialise). Tampéao de adsorgao: pH 7,0, FI 50 mM
+ 1,0 M NaCl. Tampé&o de elui¢do: pH 7,5, FI 15 mM + 0,75 M NacCl.

Amostra2 | Proteina BM (%) | Atividade BM (%) AE (U/mg)
Total (mg) (V)
Aliment. 1,86 100 420,1 100 225,9
Adsorgio 0,63 33,9 113,6 27,0 180,3
Lavagem 0,43 23,4 108,4 25,8 252,1
Eluicdo 0,76 41,0 202,4 48,2 266,3
TOTAL - 98,3 - 101,0 -

Ressalta-se a manutencéo relativa (ou até mesmo o aumento, em alguns
estagios) dos valores de atividade especifica nas amostras, o que nos permite

concluir que as amostras nao sofrem grandes perdas no processo adsortivo.

Para comparar ainda mais as amostras, calculou-se o rendimento da
amostra comercial por meio do modelo fornecido para dessorgéo, descrito na
equacao 3.10. Apos plotar as mesmas condigcdes de eluicdo aqui utilizadas no
modelo validado, obteve-se o valor de 72,4%. A Tabela 3.14, assim, apresenta
os valores de recuperagao em porcentagem, para cada uma das amostras, apos
as respectivas operagdes unitarias. A tabela também mostra o Fator de
Purificagdo (FP). Observa-se que a recuperagao de enzimas diretamente do
material fermentado apds a lise celular, tanto em termos de concentracido de
proteina total quanto de atividade, é consideravelmente baixa, o que ja era
esperado, devido aos detritos celulares ainda presentes no meio, que competem
pela adsorcao nos poros do material adsorvente. Apds a precipitacao e dialise,
os valores ja sao perceptivelmente melhores, devido a maior pureza das
amostras. O Fator de Purificagcdo também apresenta-se maior na amostra pos-
dialise, apontando o melhor desempenho para essa amostra, em relagcdo ao

extrato completamente bruto.
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Tabela 3.14 Comparagdo de recuperacdo entre amostras apdés cada uma das etapas de

downstream.
Amostra Recuperagao Recuperagao Fator de
Concentragao (%) Atividade (%) Purificagao
Ext. bruto 18,0 16,1 0,91
Ext. pés-dialise 41,0 48,2 1,17
Comercial 72,4 71,8 -
(modelo)

Sao poucos os trabalhos na literatura que abordam a purificacdo de B-
galactosidase por técnicas cromatograficas. Boeris et al. (2012) obtiveram um
valor de recuperagcao em termos de atividade de 65%, quando submeteu a B-
galactosidase a cromatografia de troca idnica em leito expandido em resina
Streamline DEAE. Ja Medeiros et al. (2012), utilizando-se da resina Sepharose
Q, obtiveram valores de recuperagdo proximos a 88%. Embora os valores
encontrados por estes autores sejam superiores aos encontrados neste trabalho,
vale ressaltar que foram utilizadas apenas solugdes comerciais da enzima, o que

ja fomenta esses valores maiores, dada a maior pureza das amostras.

Outro aspecto digno de nota é que, por mais que se tenha, sempre que fora
possivel, tomado o cuidado de realizar todas as analises por sob as mesmas
condigdes, com o objetivo de se obter resultados mais precisos, isso nem sempre
€ possivel devido a propria natureza da amostra. Na amostra comercial e na
lisada, por exemplo, existem varias outras proteinas e/ou interferentes que
alteram o valor real da recuperagao. No caso destas amostras, ao se trabalhar
com ensaios de proteinas totais, ndo se tem especificidade nenhuma em relagao
a enzima B-galactosidase. Ja na amostra precipitada, baseando-se na
eletroforese (Figura 3.17), percebemos que este valor de 41,0% se refere quase
em sua totalidade a enzima de interesse, dado a pureza da amostra ser
visivelmente maior. Embora este resultado seja inferior ao da amostra comercial,
se levarmos o fato acima descrito em consideragao, chegaremos a concluséo

que este valor pode ser relativamente alto, assumindo-se como perspectiva
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principal o objetivo geral deste trabalho, que é o de se obter a enzima na forma

mais pura possivel.

3.3.3 Eletroforese SDS-PAGE

O perfil eletroforético das bandas € mostrado na Figura 3.17, onde pode-se
observar 5 trilhas, cada uma representando uma amostra. Da esquerda pra
direita, temos: (1) Marcador de ampla faixa molecular; (2) Amostra comercial de
B-galactosidase; (3) Amostra de fermentado, logo apds a lise celular; (4) Amostra
fermentada logo apds precipitagdo proteica; (5) Amostra apds cromatografia de

modo misto.

B-galactosidase

1 2 3 4 5

Figura 3.17 Perfil eletroforético das amostras. (1) Marcador molecular; (2) Amostra
comercial; (3) Extrado bruto, logo ap6s a lise celular; (4) Extrato apos precipitagédo proteica; (5)

Amostra apos cromatografia de modo misto.

O marcador de ampla faixa utilizado (Amostra 1) continha proteinas com
massas moleculares variando de 10 a 220 kDa e serviu de padréao para que se
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soubesse a massa molecular aproximado das amostras estudadas nesse

trabalho com o objetivo de ajudar na identificacdo e caracterizacdo da enzima.

A amostra 2, o padrdo comercial de B-galactosidase, apresenta 4 bandas
muito bem definidas, duas superiores e duas inferiores. Na literatura, valores
diferentes de massas moleculares para essa enzima, obtida a partir de diferentes
fontes microbianas, tém sido relatados. Muitas B-galactosidases, contendo
subunidades numerosas com varias massas moleculares, tém sido descritas
(BERGER et al., 1997). A literatura reporta que moléculas de lactase oriundas
especificamente de Kluyveromyces lactis tém peso molecular variando entre 120
e 140 kDa, valores estes calculados por Cromatografia de Exclusdao por
Tamanho de Particula (GEKAS E LOPEZ-LEIVA, 1985; FRANCO E SILVA,
1999; CARMINATTI, 2001; RODRIGUEZ, 2012). Por se tratar de uma enzima
composta de duas cadeias proteicas, os trabalhos também reportam o
aparecimento de duas bandas para a enzima em questao, quando a submeteram
a eletroforese. Observa-se na Figura 3.17 que as duas bandas superiores da
trilha 2 apresentam pesos moleculares de aproximadamente 95 e 45 kDa, que,

juntas, nos ddo um dimero de 140 kDa, a enzima de interesse.

A amostra 3, em seguida, corresponde ao lisado oriundo da fermentacéo.
Como era de se supor, a amostra apresenta muitas bandas devido a presenca
de enzimas que ndo sao de interesse ao trabalho, visto que, nesse momento,
quase nenhuma etapa de processo downstream havia sido empregada. 4
bandas bem destacadas podem ser observadas nessa amostras, com as duas

superiores (95 e 50 kDa), muito provavelmente representando a 3-galactosidase.

A amostra 4 apresenta o perfil para o fermentado apds as etapas de
precipitacdo proteica com sais de aménio e dialise. A diferenca de pureza da
amostra ja é notavel nessa altura do processo. Contudo, muitas bandas ainda

estao presentes.

E, por fim, a amostra 5, correspondente a coleta de volumes na saida do
leito fixo que apresentaram alguma concentragéo/atividade na etapa de eluicéo,
apresenta dois mondmeros destacados com pesos aproximados de 60 e 75 kDa,
totalizando 135 kDa, o que, a exemplo da amostra comercial, pode indicar a
presenca de B-galactosidase na amostra final. Outro fato que corrobora a
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possivel presenga da B -galactosidase € a alta atividade do material eluido, como
mostrado na Tabela 3.11. Outras duas bandas podem ser observadas logo mais
abaixo, porém estas sdo quase que imperceptiveis, o que indica concentracoes

baixas para essas proteinas.

De posse desses resultados, a eletroforese finaliza este trabalho
confirmando a purificagdo progressiva da enzima de interesse no decorrer das
etapas de downstream, o que nos indica a eficiéncia da utilizagdo e emprego da
técnica de cromatografia de modo misto na purificacdo de biomoléculas,

especificamente na area de enzimas.
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CAPITULO 4
CONCLUSAO

A partir desta dissertagdo, buscou-se avaliar a purificagdo e recuperacao
da enzima pB-galactosidase, produzida via fermentagdo pela levedura
Kluyveromyces lactis, por meio de técnica cromatografica utilizando-se uma

resina operando em modo misto (com interagdes ibnicas e hidrofébicas).

Desde o principio, por se tratar de uma técnica nova e nao haver nenhum
registro na literatura do emprego desta técnica para a enzima em questéo,
ensaios de adsorcao e dessorgao tiveram que ser realizados com o objetivo de
se conhecer as condigdes de operagao que levariam aos melhores rendimentos
possiveis. Esses experimentos foram realizados e validados com sucesso, dado

os valores de R? bem préximos a 1 e baixos erros apresentados.

As isotermas, tanto de adsorcdo de proteina total quanto de atividade
enzimatica, foram obtidas através das curvas de ruptura destes parametros e o
modelo de Langmuir com base nos resultados apresentados foi bem ajustado

para a faixa de concentracdo empregada nos experimentos.

As operagdes unitarias de precipitagdo enzimatica e dialise do precipitado
ocorreram de forma satisfatoria, visto os valores de atividade serem sempre
maiores no decorrer das etapas de downstream, confirmando a concentragao da

enzima de interesse no decorrer dos processos.

Por fim, o emprego da cromatografia de modo misto em leito fixo
comprovou a viabilidade do emprego desta técnica na purificagdo bem sucedida
da enzima, quando valores de recuperacao de 41% e 48% foram obtidos para
concentracdo de proteina total e de atividade enzimatica, respectivamente. Tal
fato foi corroborado pela realizagao de eletroforese SDS-PAGE, que exibiu, para
as fragdes coletadas na saida do aparato cromatografico, bandas visivelmente

mais puras que o proprio extrato comercial.

Desta feita, de posse dos resultados obtidos, pode-se concluir que a técnica
de cromatografia de modo misto é viavel e eficaz na purificagdo e recuperagéo

da B-galactosidase de Kluyvermoyces lactis, quando se segue um protocolo de
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operacoes unitarias bem definido com esse intuito. Obviamente, um estudo mais
profundo ainda é necessario para o aprimoramento desta técnica na purificagéo
de B-galactosidase, mas os resultados aqui apresentados, sem duvidas, ja se
apresentam bastante promissores e confirmam a possibilidade do isolamento da
enzima para posterior imobilizacdo e/ou quaisquer outros fins que exijam que a

biomolécula de interesse apresente um consideravel grau de pureza.
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Com vistas ao melhoramento e estudo mais aprofundado do trabalho aqui

desenvolvido, sugerem-se a realizagdo dos seguintes passos:

¢ Analise Zimografica das fragbes enzimaticas, para que se certifique
que a enzima concentrada no final destre trabalho é realmente a B-

galactosidase;

e Modelagem matematica dos dados para a descricdo do fenbmeno

aqui estudado;

e Estudo de scale-up para que se confirme a viabilidade do emprego

desta técnica em aplica¢des industriais de larga escala;

e Emprego da técnica de adsor¢cao em leito expandido, com vistas a
exclusdo de operagdes unitarias que encarecem o processo cComo

um todo.
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ANEXO UNICO

Tabela A1 Coeficientes do modelo de regressédo, a partir da matriz codificada, com os

principais efeitos e a interagdo das variaveis estudadas, para a reposta de valor g

Coeficiente de Erro Estimativas por intervalo
T(7) P-valor
regressao padrao (90%)
Lim. Inf. Lim. Sup.
Média 0,704832 0,106184  6,63784  0,000294 0,503658 0,906006
(1)FI (L) -0,199101 0,099730 -1,99640 0,086075 -0,388047 -0,010155
F1 (Q) 0,081563 0,109767  0,74305 0,481638 -0,126400 0,289525
(2)PH (L) 0,168612 0,099730 1,69069 0,134740 -0,020334 0,357558
PH (Q) -0,356843 0,109767 -3,25091 0,014040 -0,564806 -0,148881
(3)SAL (L) 0,032816 0,099730 0,32905 0,751742 -0,156130 0,221762
SAL (Q) -0,250777 0,109767 -2,28463 0,056251 -0,458740 -0,042815
1L BY 2L -0,122500 0,130303 -0,94011 0,378459  -0,369370 0,124370
1L BY 3L -0,007500 0,130303 -0,05756  0,955709  -0,254370 0,239370
2L BY 3L 0,052500 0,130303  0,40291 0,699039  -0,194370 0,299370

Tabela A2 Coeficientes do modelo de regressado, a partir da matriz codificada, com os

principais efeitos e a interacdo das variaveis estudadas, para a reposta de recuperagéo

enzimatica
Coeficiente de Erro Estimativas por intervalo
T(7) P-valor
regressao padrao (90%)

Lim. Inf. Lim. Sup.
Média 2,31089 0,169633 13,62289  0,000003  1,98951 2,632273
(NFI(L) -1,31891 0,169238 -7,79319  0,000108  -1,63954 -0,998272
F1(Q) -0,29672 0,179894  -1,64940 0,143054  -0,63754 0,044106
(2)PH (L) 0,34268 0,172675 1,98455 0,087592  0,01554 0,669829
PH (Q) -0,50729 0,195347 -2,59687 0,035587  -0,87739 -0,137191
(3)SAL (L) 1,36292 0,192359  7,08530 0,000196  0,99848 1,727359
SAL (Q) -0,27277 0,227615 -1,19838 0,269764  -0,70400 0,158466
1L BY 2L -0,11800 0,221132 -0,53362 0,610123  -0,53695 0,300952
1L BY 3L 0,41700 0,221132  1,88575 0,101306  -0,00195 0,835952
2L BY 3L 0,61800 0,221132  2,79471  0,026727  0,19905 1,036952
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