UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
‘ ’ PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA E CIENCIA
. DE ALIMENTOS

Purificagao de B-galactosidase: design do processo

AILTON CESAR LEMES

Tecndlogo em Alimentos

Profa. Dra. Susana Juliano Kalil
ORIENTADORA

RIO GRANDE, RS
2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

Purificagao de B-galactosidase: design do processo

AILTON CESAR LEMES

Tecnologo em Alimentos

Dissertacdo apresentada como parte
dos requisitos para obtencéo do titulo
de Mestre em Engenharia e Ciéncia

de Alimentos.

Profa. Dr2. Susana Juliano Kalil
ORIENTADORA

Prof. Dr. Marco Di Luccio

CO-ORIENTADOR

RIO GRANDE, RS
2011



Aos meus exemplos de vida, Neide e Adelino. Obrigado por serem meus pais,

fonte de inspiracdo, apoio e ensino diario.



AGRADECIMENTOS

A Profa Susana. Um grande exemplo de profissional e de ser humano, com um caréater
e honestidade raros. Obrigado pela formacéo profissional e pessoal, pela oportunidade
concedida e por abrir as portas do laboratério de microbiologia e biosseparacbes, e
principalmente, pela paciéncia, dedicacdo e apoio. Obrigado sempre!

A minha familia e aos amigos, principalmente aos meus pais, por entenderem minha
auséncia e me apoiarem.

Aos meus “desorientados”, Juliana (e seus amigos imaginarios), Marcela, Fabricio e
Alexandre, pela ajuda valiosa. Vocés foram essenciais no desenvolvimento deste
trabalho.

Dizem que os amigos sao pra sempre quando vivem como irmaos. Carol e Luisa,
como é bom poder contar com vocés. Obrigado por compartilharem bons momentos

juntos, dar forcas, estarem sempre ao meu lado nas horas boas e nas dificeis, e
principalmente, por toda diversdo que s6 vocés me proporcionam.

Aos “tios” Neri e Maritza, e também ao Vinicius, por me “adotarem”, e emprestarem a
familia de vocés. Obrigado!

A Ana Sanzo, pelos conselhos de mée e por toda ajuda, afinal, fora da caridade ndo
h& salvacéo.

A Elida. Quis o destino que nos encontrassemos de novo por aqui. Obrigado pela
amizade e ajuda constante, pelos momentos de descontracdo e pelo convivio diario.

A J6 e a Rafa, pelas risadas, pelo bate papo, pela ajuda de sempre em tudo que
preciso, e principalmente, por aturarem meu mau humor.

Ao Felipe e Guido, pela ajuda e bate papo.
A Deborah pelas conversas e amizade ao longo dessa jornada.

A Prof2 Leonor, por me receber maravilhosamente bem na chegada a Rio Grande.
Pequenos gestos como este nos faz saber que nossa jornada néo é em vao.

A todos os colegas do Laboratorio de Microbiologia e Biosseparacdes.
Ao Prof° Dr. Marco Di Luccio pela co-orientacdo, e aos demais membros da banca:

Profa. Dr2. Ana Paula Manera e Prof°® Dr. Luiz Antdnio de Almeida Pinto, pelas
contribuicbes ao trabalho.



SUMARIO

CAPITULO |ttt ettt ettt et et e ete et nseneeae e 1
RESUMO GERAL ..ottt ettt e e e e e a e e e e e 2
GENERAL ABSTRACT ..ottt ettt e e e r e e e 3
1. INTRODUGAO GERAL ..ottt ettt ae e 4
CAPITULO 1l vttt sttt sttt b et b et b ettt te v e 7
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 8
0 O o 4 2 T T SRR 8
2.2. A enzima B-galactosidase e sua importancia tecnoldgica ...........cccceeeeeeeeennennnns 10
2.3. Leveduras KluyveromycCes MarXianUS..........coooeeeeiiieeiieeeeeee e 11
2.4. Recuperacao e purificac8o de €NZIMAS ..........ceeiieeiiiiiiiiiiiii e e e 13
2.5. Técnicas de PUNfICAGAD .......ooouuiiiiiiie ettt a e e e 14
2.5.1. Sistema aquosO DIfASICO (SAB) .......uuiiiiiiiieieiiie e 15
S U 111 = 111 =T o L 18
2.5.3. Precipitacdo com sulfato de amoOnio ..............uueruurimmmemiiieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeaaaen 19
2.5.4. Cromatografia de troca iONICA.............ceeiieeeiiiiiiiice e 20
2.6. Recuperacéo e purificagdo de B-galactosidase...........ccceeevvieeeiiieeiiiiiiineeeeeneeinens 21
CAPITULO ettt ettt ettt teete e enaere e, 23
OTIMIZACAO DA PURIFICACAO DE B-GALACTOSIDASE DE Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 POR SISTEMA AQUOSO BIFASICO (SAB) .......ccccceeveeveueannne, 24
RESUMO ...ttt e oottt et e e e e e r et e e e e e e e e as 25
ABSTRACT .ttt e ettt e et e e e e et a e e e e 25
2. MATERIAL E METODOS.......oootiieieeeeteeeeeeee ettt 27
2.1, MICIO-OIQANISIMO .. .ceeiiiiiie e e e e e et e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e aet b e e aeaeeeeesstaaaaeaeaaaeennnes 27
2.2. Preparo dO INOCUID........ciiiiiiiiiiie ettt e a e e e e 27
2.3. CURIVO SUBMEISO ... 28
2.4, EXIraGa0 0@ ENZIMA ...ccoeie e 28
2.5. Purificagao da enzima 3-galactosidase por sistema aquoso bifasico (SAB)......28
P2 T I =S (0T [0 I o (= o =T g [T L 28
2.5.2. Efeito da massa molar do PEG e do pH no processo de purificagdo.......... 29
2.5.3. Otimizacéao da purificagdo de -galactosidase por SAB.........cccccvvvveieenennnn. 29
S = (o] o L= o101 TF=Tot= o 29
2.5.5. Recuperagao de B-galactoSidase .........ccoveevuvuiiiiieeeiiiiiiiiiee e 30
2.5.6. Coeficiente d€ PArtiGAO .........uuuuureerrerreiieeeieeiieiaeeeeeneeeeeneeeeeenerrrreeenrnnreerennenne 30
2.5.7. Raz&80 de volume dO SISTEMA ..........uuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieebeeeeeeeeeeeeeneeeee 30
2.6. MEtodoS aNalitiCOS .....cccceee e e 31
2.6.1. Determinacao de DIOMaSSa ......cccveiiuiuiiaii e 31
2.6.2. Determinacao da atividade enzimatiCa ...........cccuvvveeeieeeeiiiiiiiiieeee e 31
ARSI B 121 =1 g Y g F= o= To Jo F= T o] o)1 (=1 o - N 31
3. RESULTADOS E DISCUSSAO ..ottt eee e 31
3.1. Avaliagéo da influéncia da massa molar de PEG e pH no SAB.............cceeeene. 31
3.2. Planejamento experimental COMPIeto .........uueiiiii i 34
3.3. Otimizacao da purificacdo de B-galactosidase por SAB.........cccoevvviiiiiiieeeneennnns 38
4. CONCLUSAD ...ttt 42
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......c.oouiiiiieeeeete e, 43



CONCENTRAGCAO E PURIFICACAO DE B-GALACTOSIDADE DE Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 UTILIZANDO TECNICA DE SEPARACAO POR MEMBRANAS:

DETERMINAGAO DE PARAMETROS ......oouiiiiiiiiiiiiiieieieieisis e 47
RESUMO ...ttt e e e oo ettt e e e e e e e e bbb et e e e e e e e e e e e e e s 48
ABSTRACT .ttt e et e e e et a e e 48
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt e teete et e s eseeaeaeens 49
2. MATERIAL E METODOS ......ooiitiieieieie ettt ettt sttt 50
P2 Y, o o R0 o T= T a1 o [ 1 PSSP 50
2.2. Preparo O INOCUID........eiii ittt a e e e e 50
2.3. CURIVO SUDMEISO ... 50
2.4, EXIraGa0 08 BNZIMA ...ccoeieeee oo 51
2.5. Adsorgéo da enzima na membrana de ultrafiltrag@o ..............ccooeeeeeeeeeeeeee e, 51
2.6. Concentragao e purificagdo da enzima B-galactosidase através da separagéo
POF MEMIDIANGS ...ttt 51
2.6.1. Estudo do pH, massa molar de corte da membrana e pressdo de operacao
............................................................................................................................. 51
2.6.2. EStUdO d8 fOrGa IONICA ... vvvvvvviiiiiiiiiiiiiieeiiiieieeii e eeeneeene 52
2.7. Determinacgéo da eficiéncia do processo de concentracao e purificacdo da
(<0 4= USSP 53
P O B S = To T o= = (o= To =T 0 A g P LA ot N 53
2.7.2. FAtOr 0€ PUITICAGE0D . ... .uuvuuieitiiiiiiiiiiittiiieteeeieeeee bbb eeeeebeebenneenes 53
2.7.3. RetenGaO d€ ProteINAS .....uueeiiieieiiiiiiiiii ettt 53
2.7.4. RetenGCA0 de atiVIOAUE ...........uuuuuuuuririiiiiieiiiiieiieeneenrnnennneennsnennnneenesenneeenneenne 53
2.7.5. Fator de concentragao de VOIUME ..........uuuiuuuemimiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeenninnnneeeeenenees 54
2.7.6. Fator de concentrag8o de ProteiNas ............ueeueeuruurumemmmrennnnnnnnnennnnnnnennnnnnnnes 54
2.7.7. Fator de concentrag@o de atividade..............uuuvuereerimimiminiiiiiiiiinniinninnnennnnnnes 54
2.8. MEtod0oS aNalitiCOS .....ccceee e ee e 54
2.8.1. Determinagéo da concentraGdo de CEIUIAS ...........uuvvrrvrimmiimiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnnns 54
2.8.2. Determinacao da atividade enzimatiCa ...........cccuvveeeeiieeiiiiiiiiiieeee e 54
AR S TS I B 121 =1 g T g F= o= To R F= T o o)1 (=1 o - N 55
3. RESULTADOS E DISCUSSAO ........cuiiieeeieeeeeeeee e 55
3.1. Adsorcao da enzima na membrana de ultrafiltraGao ............ccccccvvvvvviiiiiiiinnnnn. 55
3.2. Concentragao e purificagdo da enzima -galactosidase através da separacao
POF MEMIDIANEAS ...ttt 57
3.2.1. Estudo do pH e massa molar de corte da membrana...............ceevvvvvvennnnnn. 57
3.2.2. Estudo da pressao de operagao na ultrafiltraGao................evvvvvvvviiiiininnnnnnns 62
3.2.3. Estudo da influéncia da forca ibnica na concentracdo e purificacdo da
=70 741 0T PR 66
A, CONCLUSAD ..ottt ettt 69
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 69
PURIFICACAO DE B-GALACTOSIDASE: DESIGN DO PROCESSO...........cc.c.......... 73
RESUMO ..o et e e e e et e et e e et e e e e et e e a et e aaaa 74
ABSTRACT .ttt e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e an 74
1. INTRODUGAO ..ottt ettt ettt et eeae et eateeteeteseeseaneaaeaeens 75
2. MATERIAL E METODOS ...ttt oot ettt ettt e e ae e e 76
P20 N \Y/ 1 o] o BT o T o =Y T £ 1 o 1 76



2.2. Preparo dO INOCUID........ciiiiiiiiiiee ettt a e e e e 76

2.3. CURIVO SUDMEISO ... 76
W 1 = (o= To o [ W =T 0 V4] 1 1 = LSRR 76
2.5. Estudo do design de purificagdo da enzima 3-galactosidase .................ccceeeeee 77
2.5.1. Precipitacdo com sulfato de amonio.............coevviiiiiieeeiiiiiiiie e, 77
2.5.2. Cromatografia de trOCA iONICA. ........uuvrrrerrieiiiiiiiiiiiiiiieeieeeineeeeeeeeneeeeneeeeeneenee 77
AT T U 1 - ] = Lox= T TP 78

P T T = 111 (= Vo= Lo PP 78
2.5.5. Sistema aquOSO0 DIfASICO. ......ciiiiiiiiiiiiiii i 78

T = 1 (o] e [ o 10 ][ = o= Lo I PRSPPI 79
2.7. Recuperagao de B-galactoSidase.........cooveiuiiniiiii e 79
2.8. MEtOd0OS ANAITICOS ....cceee e 81
2.8.1. DeterminaGao de DIOMASSA .......uuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeirrraerrrerereereeereaeane 81
2.8.2. Determinacao da atividade enzimatiCa ...........cccuuveeeeieeiiiiiiiiiiieec e 81
AR S TS T B 121 =1 g Y g = o= To I F= T o o)1 (=1 o - NS 81

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ccuiiiiteieeeieete s ee st eeas e e sasave e 81
A, CONCLUSAD ..ottt ettt ettt e ettt et e et e st e e te et e saeareareeneas 84
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coooviiticeeeeeete ettt n s 85
(07N = 1 1 U110 21 Y PSR 87
4. CONCLUSAO GERAL.......cviueiteceeeeeee ettt ettt st s e ate e sannare e 88
(07N =] 1 1 U110 I 2P 89
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coiitiieeeecee et eee et ane e 90



LISTA DE TABELAS

CAPITULO |
RESUMO GERAL, GENERAL ABSTRACT, INTRODUCAO GERAL
Tabela 1 — Enzimas derivadas de micro-organismos utlizadas em aplicacdes

] 0 [ £ 1 = 1 9
Tabela 2 — Sitios ativos e outras propriedades fisicas da B-galactosidase de varios
IMICTO-OFJANISIMNIOS. ..eeeeiieieeeeeeeee et et et e e ettt et e ettt ettt et ettt ettt ettt ettt e ettt ettt et eteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 11
Tabela 3 — Sistemas bifasicos utilizados na particdo de biomoléculas. ....................... 17
ARTIGO |

OTIMIZACAO DA PURIFICACAO DE B-GALACTOSIDASE DE Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 POR SISTEMA AQUOSO BIFASICO (SAB)

Tabela 1 — Fator de purificacdo (FP), recuperacdo (RP), coeficiente de particao
(Kpariicao)da enzima  B-galactosidase e razdo de volume (Razo voume) dOS sistemas
utilizando PEG 4000, 6000, 8000 em pH 6,0, 7,0 € 8,0. ....ccceviiiiiiiiieiiieeeeeeiiiiineeeeennn 33
Tabela 2 — Matriz do planejamento experimental com as variaveis concentracdo de
PEG e de fosfato de potédssio e as respostas fator de purificagdo (FP), recuperacéo
enzimatica (RP), coeficiente de particdo (K) e razdo de volume do sistema (Razzo volume)-

.................................................................................................................................... 35
Tabela 3 — Andlise de variancia para o fator de purificagdo do planejamento
exXPerimental COMPIEIO 22, ..ot ettt e e, 36
Tabela 4 — Analise de varidncia para a recuperacado da enzima (-galactosidase do
planejamento experimental COMPIELO 22. ...........c.oovieeeeeeeeeeeeeee e, 37

Tabela 5 — Matriz do planejamento composto central rotacional 22 com trés pontos
centrais, valores codificados e reais para concentragfes de PEG e fosfato de potassio,
tendo como resposta fator de purificacao, recuperacéo de (-galactosidase, coeficiente

de particdo, razao de volume dO SISTEMA. ..........uuuuuuummiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieb e 39
Tabela 6 — Andlise de variancia para o fator de purificagdo do planejamento
EXPEITMIEITAL. ...ttt 40
Tabela 7 — Andlise de variancia para recuperacao de B-galactosidade no planejamento
(01T 1] 1 [=T ] = | PP 41
ARTIGO Il

CONCENTRACAO E PURIFICACAO DE B-GALACTOSIDASE DE Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 UTILIZANDO TECNICA DE SEPARACAO POR
MEMBRANAS: DETERMINAC;AO DE PARAMETROS

Tabela 1 — Concentragao e purificagdo de B-galactosidase utilizando membranas de

30,50 € 60 kDa em PH 6,5, 7,0 € 7,5, . ..uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e nnnnnnne 58
Tabela 2 — Efeito da pressdo na concentracdo e purificacdo da enzima -
galactosidase utilizando membrana de 50 kDa, pH 7,5. ... 65
Tabela 3 — Influéncia da forga ibnica na concentracdo e purificacdo da enzima [3-
galactosidase utilizando membrana de 50 kDa, pH 7,5 e presséo de 1,5 kgf/cm>. ...... 68
ARTIGO 1l

PURIFICACAO DE B-GALACTOSIDASE: DESIGN DO PROCESSO
Tabela 1 — Avaliacédo do fator de purificacdo e recuperacdo em cada design estudado

para a enzima B-galaCtOSIdase. .........cuvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 82

Vi



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO II

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Figura 1 — Levedura Kluyveromyces marxianus CCT 7082. ..........ccvvveeiiieeeeeeeennnnnnnnn. 12
Figura 2 — Diagrama de fase esquematico de um sistema aquoso bifasico. ............... 16
ARTIGO |

OTIMIZAGAO DA PURIFICACAO DE B-GALACTOSIDASE DE Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 POR SISTEMA AQUOSO BIFASICO (SAB)

Figura 1 — Superficie de resposta e curva de contorno para fator de purificacdo da
ENZIMA P-gAIACTOSIHASE. ... .eueiiiitiiiiiiiieeetiie bbbt bb e nnnnnnnnes 36
Figura 2 — Superficie de resposta e curva de contorno para recuperacéo de ............. 37
Figura 3 — Superficie de resposta e curva de contorno para o fator de purificagdo de B-
galactosidase como uma funcdo da concentracdo de PEG e fosfato de potéssio. ...... 40
Figura 4 — Superficie de resposta e curva de contorno para recuperacio de fB-
galactosidase como uma funcéo da concentracéo de PEG e fosfato de potéssio. ...... 42
ARTIGO I

CONCENTRAGCAO E PURIFICAGAO DE B-GALACTOSIDADE DE Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 UTILIZANDO TECNICA DE SEPARACAO POR
MEMBRANAS: DETERMINACAO DE PARAMETROS

Figura 1 — Célula de ultrafiltracdo utilizada na concentracao e purificacdo da enzima

B-0AIACIOSIHASE. .....eeiiiiiieiiiiiie ettt 52
Figura 2 — Cinética de adsor¢cao da enzima B-galactosidase nas membranas de 30,
50 @ 60 KDA NO PH B,5. ...t 55
Figura 3 — Cinética de adsor¢cao da enzima B-galactosidase nas membranas de 30,
50 @ 60 KDA NO PH 7,0, e e 56
Figura 4 — Cinética de adsorgéo da enzima B-galactosidase nas membranas de 30,
O T (= W g (o 1 o A P 56
Figura 5 — Fluxo de permeado durante o processo de UF em pH 6,5............cccovvveeee. 60
Figura 6 — Fluxo de permeado durante o processo de UFem pH 7,0................oeeeee.. 60
Figura 7 — Fluxo de permeado durante o processo de UFem pH 7,5..........coovvvveeenn. 61
Figura 8 — Fluxo de permeado na UF utilizando membrana de 50 kDa, pH 7,5 em
pressdes de 1,5, 2,0 € 2,5 KGf/CM2. ... .cooi i 63
Figura 9 — Formagéo do fouling na membrana: fenbmeno que ocasiona reducéo do
fUXO d€ PEIMEATO. ... ..o 64
ARTIGO llI

PURIFICAGAO DE B-GALACTOSIDASE: DESIGN DO PROCESSO
Figura 1 — Diagrama esquemético dos designs estudados (1, 2, 3 , 4 e 5) para
purificacdo da enzima (-galactosidase utilizando diferentes passos (A, B, C e D). .....80

Vii



CAPITULO |
RESUMO GERAL, GENERAL ABSTRACT, INTRODUCAO GERAL



RESUMO GERAL

A B-galactosidase € uma enzima largamente encontrada na natureza, distribuida entre
animais, vegetais e micro-organismos. E utilizada industriaimente na hidrolise da
lactose de leite e derivados, principalmente em produtos destinados a pessoas que
apresentam intolerancia a lactose, ou seja, incapacidade de digerir a lactose pela
deficiéncia ou auséncia desta enzima. O aumento da demanda industrial de
B-galactosidase implica na necessidade de métodos de producdo que assegurem a
viabilidade econdmica da hidrélise de lactose em escala comercial. Portanto, tornam-
se fundamentais estudos que contemplem as etapas e a melhor sequéncia de
purificacdo da enzima de modo a maximizar a pureza do processo sem prejuizos ao
rendimento. Dessa forma é importante estabelecer os processos e designs de
purificacdo e recuperagdo desta enzima. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
purificagdo de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 através do
estudo dos parametros de operacao do sistema aquoso bifasico (SAB) e ultrafiltracao,
e estabelecer o melhor design para a purificagdo da enzima utilizando as técnicas de
precipitacdo com sulfato de aménio, diafiltracdo, cromatografia de troca idnica, SAB e
ultrafiltragdo. A presente dissertacdo foi dividida em trés artigos. No primeiro artigo, o
sistema aquoso bifasico foi estudado realizando uma varredura para sele¢do da
massa molar de polietilenoglicol (PEG) (4000, 6000 e 8000) e o pH do sistema (6,0;
7,0 e 8,0) e posterior utilizacdo da metodologia de superficie de resposta como uma
ferramenta para identificar a composicdo do sistema capaz de maximizar o
particionamento e purificacdo da enzima, avaliando-se a concentracdo do polimero e
fosfato de potassio. Este processo de purificagdo mostrou-se eficiente, alcangando
valores de fator de purificacdo e recuperacdo de 3,8 e 101,7%, respectivamente,
guando o sistema foi composto por uma concentragéo de 14% de PEG 4000 e 15% de
tampao fosfato de potassio no pH 7,0. O segundo artigo apresenta a concentracao e
purificacdo da enzima B-galactosidase por ultrafiltracdo, onde avaliou-se a influéncia
do pH (6,5; 7,0 e 7,5), massa molar de corte das membranas (30; 50 e 60 kDa),
presséo de operagéo (1,5; 2,0 e 2,5 kgf/cm?) e influéncia da forga ionica (0,01; 0,05 e
0,1 M) na. A utilizacdo da ultrafiltracdo para concentracdo e recuperagdo da enzima
mostrou-se satisfatéria alcancando valores de até 8,1 vezes e 112,7%,
respectivamente. Para a B-galactosidase a ultrafiltracdo néo foi tdo eficiente para a
purificacdo, pois alcangou baixos valores de fator de purificagcdo. O aumento da
presséo de operacao e a adi¢cdo de cloreto de sédio e potassio ocasionaram prejuizos
ao rendimento e a purificacdo da enzima. O Ultimo artigo apresenta o estabelecimento
do melhor design para purificagdo e recuperacdo da enzima através do uso das
técnicas de precipitagdo com sulfato de amdnio, cromatografia de troca idnica,
ultrafiltracédo, diafiltracdo e sistema aquoso bifasico em diferentes sequéncias. O
design que apresentou o melhor fator de purificagdo global foi a sequéncia formada
pelo sistema aquoso bifasico, diafiltracédo, cromatografia de troca ibnica e ultrafiltracéo,
fornecendo um fator de purificagéo global de 10,8 vezes e uma recuperacao global de
41,3%. Dessa forma, foi possivel estabelecer um design para purificagdo da enzima f3-
galactosidase passivel de ampliacéo de escala (scale up).

Palavras-chave: sistema aquoso bifasico, troca idnica, ultrafiltracéo, precipitacéo.



GENERAL ABSTRACT

The B-galactosidase is an enzyme widely found in the nature, distributed among
animals, plants and micro-organisms. It is used industrially for the lactose hydrolysis in
milk and dairy products, especially in the preparation of products directed to people
with lactose intolerance by enzyme deficiency or absence. Increased demand for
industrial B-galactosidase leads to the necessity for production methods that ensure
the economic viability of the lactose hydrolysis in commercial scale. Therefore, it is
fundamental to find studies that lead to the best sequence of steps and the enzyme
purification in order to maximize the process purity without compromising its
performance. Thus it is important to establish the design processes considering the
purification recovery of this enzyme. This study aimed to evaluate the purification of (3-
galactosidase from Kluyveromyces marxianus CCT 7082 through the operation
parameters study of the aqueous two-phase system (ATPS) and ultrafiltration, and
establish the best purification enzyme sequence using the techniques of precipitation
with ammonium sulfate, diafiltration, ion exchange chromatography, ultrafiltration and
ATPS. This dissertation is divided into three articles. The first article was performed a
screening to verify the polymer molecular weight (4000, 6000 and 8000),the system pH
(6.0, 7.0 and 8.0) and subsequent use of response surface methodology as a tool to
identify the system composition that was able to maximize the enzyme partitioning and
purification , by assessing the concentration of polymer and potassium phosphate. This
purification process was efficient, reaching recovery and purification factor values of
3.8 and 101.7%, respectively, when the system was composed by a 14% PEG 4000
and 15% potassium phosphate buffer concentration at pH 7.0. The second paper
presents the concentration and purification of B-galactosidase enzyme by ultrafiltration
where studied the influence of pH (6.5, 7.0 and 7.5), molar mass cutting the
membranes (30, 50 and 60 kDa), operating pressure (1.5, 2.0 and 2.5 Kgf/cm?) and the
influence of ionic strength (0.01, 0.05 and 0.1 M). The use of ultrafiltration for enzyme
concentration and recovery was satisfactory reaching values up to 8.1 fold and
112.7%, respectively. The ultrafiltration was not as effective for purification, since it
reached low purification factor values. The operating pressure increase and the sodium
chloride and potassium addition caused injury to the enzyme yield and purification. The
last paper presents the establishment of the best design for the purification and
enzyme recovery through the use of precipitation techniques with ammonium sulfate,
ion exchange chromatography, ultrafiltration, diafiltration and aqueous two-phase
system in different sequences. The design which showed the best overall purification
factor was the sequence formed by aqueous two-phase system, diafiltration, ion
exchange chromatography and ultrafiltration, providing an overall purification factor of
10.8 folds and an overall recovery of 41.3%. It was possible to establish designed for
B-galactosidase purification with the possibility of the process scale up.

Keywords: aqueous two-phase system, ion exchange, ultrafiltration and precipitation.



1. INTRODUCAO GERAL

A B-galactosidase (B-D-galactosideo galactohidrolase, EC 3.2.1.23) ou lactase
é uma importante enzima produzida por animais, vegetais e micro-organismos. E
utilizada industrialmente na hidrélise da lactose (de leite e soro de leite) em seus
monossacarideos glicose e galactose, principalmente na elaboracdo de produtos
destinados a pessoas com intoleréncia a lactose (Bansal et al., 2008; Cortez et al.,
2005; Gékas & LoOpez-Leiva, 1985). A incapacidade de digestdo deste carboidrato
ocorre devido aos baixos niveis (ou auséncia) da enzima B-galactosidase no aparelho
digestivo, consequéncia congénita, ou de uma diminuicdo gradativa da sua atividade
com o avancgo da idade (Santiago, 2004).

A levedura Kluyveromyces marxianus pode ser empregada na producdo da
enzima B-galactosidase, com a vantagem de ser reconhecida como segura (Generally
Recognized as Safe) para a producdo de alimentos e farmacos (Caballero et al.,
1995). Além disso, apresenta algumas caracteristicas importantes do ponto de vista
industrial, como crescimento em uma ampla faixa de temperatura, necessidade
reduzida de controles de contaminagdo no cultivo comercial, atividade enzimatica
superior quando comparada a outras leveduras, crescimento rapido em uma ampla
variedade de fontes de carbono de baixo custo e baixa necessidade de nutrientes
adicionais, tornando-a economicamente atraente para 0S Processos comerciais
(Pecota et al., 2007; Manera, 2006).

Para viabilizar a produgdo e a utilizacdo da enzima [(-galactosidase, s&o
necessarios processos de purificagdo simples e que sejam viaveis para aplicacdo em
larga escala (Hustedt et al., 1988).

Os processos de recuperacdo e purificacdo de bioprodutos em geral séo
complexos e podem representar cerca de 80% do custo final do produto. Desta forma,
tornam-se fundamentais estudos que contemplem as etapas de purificacdo da enzima
e o0 estabelecimento de designs, incluindo diferentes sequéncias, de modo a
maximizar a pureza sem acarretar maiores prejuizos no rendimento. Para redugéo de
custos e aumento do rendimento dos processos de purificagdo, torna-se necessario a
andlise e entendimento das particularidades envolvidas no processo (Wheelwright,
1987; Naganagouda & Mulinami, 2008).

Dentre as técnicas que podem ser aplicadas na purificacdo de enzimas,
destacam-se 0 sistema aquoso bifasico (SAB), precipitacdo com sulfato de aménio,

ultrafiltragdo (UF) e cromatografia de troca i6nica.



O sistema aquoso bifasico tem sido amplamente explorado para purificacéo de
proteinas devido a alta concentracdo de agua em ambas as fases, simulando o
ambiente natural dos materiais bioldgicos. Isso impede que suas propriedades sejam
alteradas no processo de transferéncia entre as fases, garantindo a manutencao das
caracteristicas biol6gicas das moléculas, evitando desnaturacdes (Cardoso, 2007; Del-
Val & Otero, 2003; Silva & Loh, 2006; Pessoa-Jr & Kilikian, 2005). Para a purificacéo, o
produto alvo deve estar localizado em uma fase distinta dos contaminantes. A particdo
do material biolégico ocorre quando dois polimeros ou um polimero e um sal, sdo
misturados em agua acima de certas concentracdes, ocorrendo a formacdo de duas
fases imisciveis, uma rica em polimero e a outra enriquecida no outro polimero ou sal
(Shang et al., 2004).

A precipitagdo de proteinas com sulfato de aménio também é conhecida por
ser util na concentracdo e no fracionamento de mistura de proteinas (Lima et al.,
2008). O mecanismo de precipitacdo de proteinas com sais decorre de um aumento
da forca ibnica do sistema.

Quando pequenas quantidades de sal sdo adicionadas a solugcdo contendo
proteinas, ocorre reducdo da interacdo proteinas-proteinas, aumentando a
solubilidade no meio aquoso. Porém, em condi¢cdes de elevada forca idnica, as
moléculas de é&gua interagem mais fortemente com o0s ions provenientes da
dissociagao do sal, promovendo a desidratacdo das proteinas. Durante esse processo,
a interagdo proteinas-proteinas se torna mais forte, diminuindo a solubilidade das
mesmas em meio aquoso, com consequente precipitacdo (Cesar, 2005; Lima et al.,
2008; Silva, 2008).

A ultrafiltracdo € uma técnica baseada na diferenca de tamanho das
macromoléculas, que pode ser aplicada tanto para a concentracdo, quanto para o
polimento de produtos biol6gicos, tais como enzimas, drogas terapéuticas e
anticorpos. E um processo adequado para a concentracio e separagdo de moléculas,
por ndo requerer aditivos ou mudancas de fases, além disso, pode ser realizado
isotermicamente em baixas temperaturas e pressdes, com baixo consumo de energia.
Este processo assegura o minimo de desnaturacdo, desativagédo e/ou degradacéo dos
bioprodutos que so altamente instaveis. E menos dispendioso do que outros métodos
de concentracao, separacéo e purificacdo (Cui, 2005; Saxena et al., 2009).

A cromatografia de troca ibnica é a tecnologia mais empregada em processos
de purificacdo de alta resolucéo. E utilizada para purificar moléculas de diferentes

fontes, tamanhos, formas, atividades biolégicas e localiza¢des (intra ou extracelulares)



(Pessoa-Jr. & Kilikian, 2005). A separacao ocorre pela troca de ions entre os solutos
da amostra e os componentes idnicos da fase modvel e estacionaria. A atividade
biol6gica e a recuperacdo do composto de interesse sédo excelentes, pois as condi¢des
de eluicdo sdo brandas, geralmente gradiente salino e pH neutro (Knight, 1989;
Freitag & Horvath, 1995).

De acordo com o exposto, e considerando a caréncia de estudos relacionados
ao estabelecimento de designs de purificacdo para a enzima B-galactosidase, este
trabalho prop8e avaliar os parametros do processo de purificacdo e estabelecer a
melhor sequéncia a ser utilizada na purificacdo e recuperacdo da enzima
B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082, de modo a maximizar o

rendimento e o fator de purificagdo.

1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo geral

Estabelecer o design do processo de purificagdo da enzima (-galactosidase e

incrementar a pureza e a recuperacao na sequéncia estabelecida.

1.1.2. Objetivos especificos

e Otimizar a purificacdo da enzima por sistema aquoso bifasico através da
técnica de planejamento experimental e analise de superficie de resposta;

e Avaliar os parametros de operacdo da técnica de ultrafiltragdo na purificacéo e
recuperacao da enzima;

e Associar as técnicas de purificagdo: precipitacdo com sulfato de amoénio,
ultrafiltragdo, diafiltragdo, cromatografia de troca idbnica e sistema aquoso
bifasico, utilizando diferentes sequéncias de modo a estabelecer o design do

processo;
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Enzimas

As enzimas constituem um grupo de macromoléculas necessario para
inUmeros eventos biolégicos. Além disso, sdo Uteis em muitos processos industriais,
sobretudo nas areas de biotecnologia industrial, ambiental e de alimentos (Pastore,
2010).

Sdo catalisadores muito potentes e eficazes compostas por aminoacidos,
unidos por ligagdo peptidica, que aceleram uma reagdo quimica, até torna-la
instantdnea ou quase instantdnea, ao diminuir a energia de ativacdo. Como
catalisadores as enzimas atuam em pequena quantidade e se recuperam
indefinidamente. N&o levam a cabo reacdes que sejam energeticamente
desfavoraveis, ndo modificam o sentido dos equilibrios quimicos, mas aceleram sua
realizacéo (Kieling, 2002).

A determinacado da atividade enzimatica da enzima, ou seja, a capacidade de
reagir com determinados constituintes das células envolve a medida da velocidade de
reacao (Kieling, 2002). Segundo Moura et al. (2007), “uma unidade (U) de atividade é
a quantidade de enzima que catalisa a transformacdo de 1 umol de substrato ou a
formacao de 1 ymol de produto por minuto”, nas condigdes estabelecidas de ensaio
(pH, temperatura, substrato). A atividade especifica é expressa em termos de
atividade por miligrama de proteina (U.mg™).

As enzimas podem ser obtidas de animais (amilase pancreatica, lipase
pancredtica, pancreatina, pepsina, quimosina), vegetais (a-amilase, B-amilase,
bromelina, ficina, papaina) e diversos micro-organismos (leveduras, bactérias, fungos)
(Vitolo, 2001).

As enzimas microbiol6gicas possuem vantagens sobre as de origem animal ou
vegetal, pois possui menor custo em sua producdo e a possibilidade de produgcédo em
larga escala, oferece um amplo espectro de caracteristicas fisico-quimicas (Gasparin
& Santana, 2007).

A Tabela 1 apresenta as enzimas derivadas de micro-organismos utilizadas em

aplica¢fes industriais.



Tabela 1 — Enzimas derivadas de micro-organismos utilizadas em aplicacdes

industriais.

Enzimas Origem Acdo nos alimentos  Aplicacdo em alimentos
Aspergillus spp.

Amolecimento da massa,

. Bacillus spp. Cn . aumento do volume do péo,
a-amilase Hidrolise de goma de trigo o N g
Microbacterium auxilia produgéo de agucares
imperiale na fermentacéo
Aspergillus niger Quebra do perdxido de Tecnologia de remocéo de
Catalase . hidrogénio e oxigénio em oxigénio combinado com
Micrococcus luteus agua oxidase de glicose
Aspergillus niger i 5
Celulase ) Hidrélise de celulose quuef%gaci d%frutas bara
Trichoderma spp. proaucaoc de sucos
Aspergillus awamari % i
Quimosina ~Hidrélise de kappa-caseina Cofa%u_lagaP d(;) leite para
Kluyveromyces lactis abricacao ae queijo
Clcllzggﬁt(;l_na Bacillus s Sintese da goma Ciclodextrinas séo alimentos
trgn sferase Pp- ciclodextrina encapsulados e vitaminas

Leite adocicado e soro;
produtos para pessoas com
intolerancia a lactose;
Hidroélise da lactose do leite reducao da cristalizagdo em
Kluyveromyces spp. em glicose e galactose sorvetes que contem soro;
melhora da funcionalidade da
proteina concentrada de soro;
fabricacéo de lactulose

_ Aspergillus spp.
B-galactosidase

A_ctmplgne; Converséao de glicose em Producdo de frutose em
Glicose missouriersis . xarope de milho (bebidas
) frutose isomerase d
Bacillus coagulans oces)

Tempero em produtos de

Aspergillus spp. Hidrélise de triglicerideos queijo; modificacdo da funcdo

. A al de gordura por
Lipase Céandida spp. em acidos graxos e : o R
. interesterificacdo; hidrélise de
. esterase de éster . . .
Rhizopus spp. sinteses éster alquil em

acidos graxos e alcool

Aspergillus spp.

Pectinase o ) Hidrolise de pectina Clarificagdo de sucos de
Penicillium funiculosum frutas
Aspergillus spp. Coagulagao do leite para
Rhizomucor miehei  Hidrélise de kappa-caseina; fabricacéo de queijo;
Protease ) hidrolise de proteinas  producao de hidrolisados para
Bacillus spp. animais e vegetais sopas e melhoria da
Penicillium citrinum qualidade de massa do pao

Fonte: Eisenmenger & Reyes-de-Corcuera, 2009.
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A pesquisa de enzimas e sua atuagdo, assim como 0S processos de
purificacdo é de interesse estratégico, pois garantem o suprimento de enzimas aos
mais variados processos industriais tornando possivel o desenvolvimento de sistemas

enzimaticos viaveis (Gasparin & Santana, 2007).

2.2. A enzima B-galactosidase e sua importancia tecnologica

A B-galactosidase ou lactase (EC 3.2.1.23) € uma enzima produzida por
animais, vegetais e micro-organismos. E classificada como uma hidrolase, com
capacidade transferase para grupos galactosil, atuando no residuo terminal
B-galactopiranosil da lactose para formar seus monossacarideos glicose e galactose,
além de enriguecer o produto hidrolisado com galacto-oligossacarideos (Santiago,
2004).

E utilizada na industria farmacéutica e alimenticia principalmente na elaboracéo
de produtos destinados a pessoas com intolerancia a lactose e para aumentar o valor
e as possibilidades de uso destes produtos (Bansal et al., 2008; Cortés et al., 2005).

A intolerancia a lactose é definida como uma sindrome clinica de desconforto
intestinal, também conhecida como “deficiéncia de lactase do adulto” e ocorre devido
aos baixos niveis (ou auséncia) de atividade da enzima B-galactosidase no aparelho
digestivo, consequéncia de uma deficiéncia congénita desta enzima ou de uma
diminuicdo gradativa de sua atividade com o avanc¢o da idade, causando sintomas
como diarréia acida e gasosa, fortes dores abdominais e inchagos (Santiago et al.,
2004).

Embora exista uma grande variacdo no numero de pessoas intolerantes a
lactose em diferentes paises do mundo, uma média de 70% da populagéo sofre com
esse problema, o que torna a importdncia da B-galactosidase ainda maior. A
necessidade de baixa lactose no leite € importante, pois evita a desidratagéo tecidual
grave, diarréia e até mesmo a morte em criangas e adultos intolerantes (Bansal et al.,
2008).

A lactose tem uma baixa solubilidade resultante da formacg&o de cristais em
concentracdes acima de 11%, o que impede a utilizacdo de xaropes concentrados de
soro de leite em muitos processos de alimentos. Além de seu uso justificado pela sua
atividade hidrolitica, a atividade de transgalactolisacdo pode ser Gtil na sintese de
glicoconjugados e galacto-oligossacarideos para aplicagcdo em alimentos e produtos

farmacéuticos (Eisenmenger & Reyes-de-Corcuera, 2009).
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Varios micro-organismos sao capazes de produzir a p-galactosidase, dentre
eles as leveduras, como Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum,
Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica, Candida zeylanoides; fungos
filamentosos, como Talaromyces thermophilus, Penicillium multicolor e bactérias,
como Lactobacillus plantarum, L. acidophilus e L. pentosus (Rodriguez, 2006).

As principais B-galactosidases comerciais sao produzidas a partir de leveduras
como Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus e fungos filamentosos como
Aspergillus niger e Aspergillus oryzae, sendo o restante da bactéria E. coli, porém
enzimas produzidas por leveduras sdo as mais utilizadas para o tratamento do leite e
produtos lacteos (Dagbagli & Goksungur, 2008). Embora as enzimas derivadas de
diferentes origens microbianas tenham propriedades diferentes, como o peso da
molécula, o comprimento da cadeia de proteina, bem como a posi¢éo do sitio ativo, a
B-galactosidase apresenta o0 mesmo aminodcido terminal, acido glutdmico, como seu
sitio ativo, conforme Tabela 2 (Zhou & Chen, 2001).

A enzima é sintetizada na presenca do indutor lactose e a sua producdo
aumenta durante a fase de crescimento da levedura e alcanca produ¢cdo maxima no
inicio da fase estacionaria de crescimento, apés a qual, a quantidade de enzima
diminui (Inchaurrondo et al., 1998).

Tabela 2 — Sitios ativos e outras propriedades fisicas da B-galactosidase de varios

micro-organismos.

Origem da enzima K. lactis E.coli E.coli(subunidade) A. niger

Massa molar (Da) 117618 116351 118016 119160
Comprimento (AA*) 1025 1023 1031 1006
Doador de prétons Glu Glu Glu Glu
Nucledfilo / base Glu Glu Glu Glu
*aminoacidos Fonte: Zhou & Chen, 2001.

2.3. Leveduras Kluyveromyces marxianus

A Kluyveromyces marxianus (Figura 1) é uma levedura anteriormente
designada por K. fragilis ou S. fragilis, utilizada na produgdo da enzima
B-galactosidase. E reconhecida e considerada como segura (GRAS), podendo ser
utilizada na producdo de alimentos e farmacos sem oferecer riscos, no entanto, a

utilizacdo de K. marxianus para a producao de proteinas a nivel industrial ndo foi



12

extensa nas Ultimas décadas, principalmente devido a fatores econémicos, o que

sugere estudos para sua viabilidade (Caballero et al., 1995).
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Figura 1 — Levedura Kluyveromyces marxianus CCT 7082.

A utilizac@o de Kluyveromyces marxianus tem diversas caracteristicas que a
tornam uma excelente op¢ao para a producao industrial, como seu bom rendimento de
crescimento em uma ampla faixa de temperatura. Esta espécie pode ser cultivada em
altas temperaturas de até 52°C, reduzindo a necessidade de controles de
contaminagdo no cultivo comercial, pois a maioria dos organismos encontrados em um
ambiente industrial ndo pode crescer nesta temperatura (Pecota et al., 2007).

A atividade da enzima (-galactosidase de Kluyveromyces marxianus é mais
alta quando comparadas a outras leveduras (Manera, 2006).

Ela também cresce rapidamente em uma ampla variedade de fontes de
carbono de baixo custo e tem baixa necessidade de nutrientes adicionais, tornando-as
economicamente atraentes para 0s processos comerciais (Pecota et al., 2007).

Diversos trabalhos tém sido publicados sobre a producéo e os efeitos de uma
variedade de condicdes de cultivo sobre a producdo de [(-galactosidase por
Kluyveromyces marxianus (Caballero et al., 1995; Cortés et al., 2005).

Alguns trabalhos reportam o estudo dos meios de cultivo para incrementar a
producao de B-galactosidase (Hsu et al., 2005; Inchaurrondo et al., 1998; Manera et
al., 2008; Marquez et al., 2003) e a utilizacdo de diferentes substratos (Rajoka et al.,
2003). Ja Sousa (2005), estudou a influéncia da aeracado na sintese desta enzima, e
Cortés et al. (2005), estudaram a produgédo de B-galactosidase por Kluyveromyces

marxianus durante a variacdo da taxa de oxigénio dissolvido, encontrando maiores
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atividades desta enzima quando comparado a ensaios com taxa de oxigénio
constante, porém, ainda ndo existem trabalhos que contemplem completamente os
mecanismos de recuperagdo e purificagcdo de [(-galactosidase de Kluyveromyces

marxianus.

2.4. Recuperacao e purificagdo de enzimas

O interesse crescente pelos processos de purificacdo de biomoléculas deve-se
principalmente ao desenvolvimento da biotecnologia e & demanda das industrias
farmacéutica e quimica por produtos com alto grau de pureza. A industria de alimentos
também apresentou aumento no uso de biomoléculas, como enzimas e proteinas,
principalmente em cervejarias e em processos de fermentagéo (Zufiga et al., 2003).

Produtos farmacéuticos sdo 0s que requerem maior grau de pureza e, portanto,
a complexidade do processo de purificagdo € elevada. Uma medida dessa
complexidade é o custo do processo de purificacdo, o qual pode ficar em torno de
70-80% do custo final do produto e a dificuldade do processo, pois as moléculas de
proteinas, além de serem diluidas em uma mistura complexa, sao instaveis e sujeitas
a desnaturagdo por aguecimento, solventes e até mesmo na ruptura (Cui, 2005;
Pessoa-Jr & Kilikian, 2005).

Uma das caracteristicas da biotecnologia é a variedade de produtos que pode
gerar. Essa diversidade possibilita um grande espectro de métodos de separacao de
bioprodutos que podem ser empregados para que se atinja um produto de acordo com
os requeridos graus de concentracdo e de pureza. A escolha e sequéncia das técnicas
de separacao a serem utilizadas sdo muito importantes a fim de minimizar as perdas e
aumentar o rendimento nas multiplas operacdes de separacdes (Belter et al., 1988).

Varios métodos de separacdo de proteinas baseiam-se nas diferencas das
propriedades fisicas, quimicas e funcionais. As principais propriedades exploradas séo
cargas, tamanho, hidrofobicidade, hidrofilicidade, forma e fungéo (Belter et al., 1988).

O maior objetivo das técnicas de recuperagdo de bioprodutos (downstream
processing) tem sido o desenvolvimento das operac¢des unitarias que combinem alta
eficiéncia, mas ao mesmo tempo procurando-se reduzir o numero de passos
necessarios para concentrar e/ou purificar até determinado grau a molécula alvo.

As necessidades de isolamento e recuperacdo em grande escala tém trazido
inovacdes importantes nas operagfes unitarias necessarias para 0os esquemas de

tratamento e de purificacdo destas proteinas (Pereira, 1999).
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Cada enzima possui uma combinagdo Unica de propriedades que sao
exploradas pelas técnicas de purificagdo. Estas devem ser avaliadas em relagdo a sua
capacidade, poder de resolucéo, seletividade, rendimento e custos. A capacidade da
técnica estd relacionada com a quantidade de amostra, em volume ou em
concentracdo de proteina que pode ser manuseada. Um requisito chave no inicio do
processo de purificacdo € o da reducdo de volume onde se encontra a proteina que se
deseja purificar.

No esquema proposto por Belter (1988), a purificacdo de biomoléculas exige o
emprego de muitas técnicas devendo-se buscar a mais apropriada para cada estagio
de separacgdo. Assim, sdo empregadas técnicas diferentes na remogdo de compostos
insoluveis ou clarificagdo, no isolamento do produto ou captura, na purificacdo
intermediaria e no polimento.

O esquema ideal de purificagdo vai depender ndo sO das caracteristicas da
proteina de interesse, mas também das caracteristicas dos contaminantes presentes
no extrato bruto.

O grande desafio dos processos de purificacdo de proteinas € o exaustivo
trabalho de desenvolvimento para adequar a melhor técnica ao processo, a
transferéncia da metodologia para a escala de producédo, garantindo que o produto
final tenha todas as caracteristicas estabelecidas anteriormente para seu uso em

humanos, para diagndstico ou uso veterinario (Ho et al., 2000).

2.5. Técnicas de purificagao

Muitas técnicas tém sido utilizadas para a recuperacdo e purificacdo de
proteinas e enzimas de origem animal, vegetal ou microbiana. Técnicas mais antigas
como a precipitacdo, extracdo com solventes e filtragcdo geralmente tem alto poder de
concentracdo e baixa purificacdo. Técnicas mais modernas como a cromatografia de
afinidade, troca i6nica ou gel-filtracéo, eletroforese, extracdo em duas fases aquosas,
extracdo com micela reversa, recuperam e purificam, com alto grau de seletividade
(Cesar, 2000).

Dado as variadas caracteristicas das biomoléculas, ndo existe um processo de
purificacdo de aplicacdo geral. Estes devem ser selecionados de modo a promoverem

melhor fator de purificacdo do bioproduto de interesse.



15

Técnicas de alta capacidade, tal como a precipitacdo com sulfato de amonio,
cromatografia de troca ibnica, ultrafiltracdo e sistema aquoso bifasico podem ser
empregadas nos processos de purificacdo de proteinas.

2.5.1. Sistema aquoso bifasico

Desde o final da década de 50, os sistemas aquosos bifasicos (SAB) tém sido
usados com sucesso na extracdo de bioparticulas (como virus, acidos nucleicos e
proteinas), compostos inorganicos e organicos e até mesmo para extracdo de ions
(Silva et al., 2006).

O SAB é uma técnica de purificagdo constituida de duas fases aquosas
imisciveis. As proteinas sdo purificadas pelo resultado da particdo diferenciada da
molécula-alvo e das impurezas presentes em cada uma das fases liquidas. E
composto majoritariamente por agua, 75 a 80%. Esta alta concentragdo de agua em
ambas as fases simula 0 ambiente natural dos materiais biol6gicos, impedindo assim,
gue suas propriedades sejam alteradas no processo de transferéncia entre as fases, 0
que garante a manutencdo das propriedades biol6gicas das moléculas evitando
desnaturagdes (Cardoso, 2007; Silva et al., 2006; Pessoa-Jr & Kilikian, 2005).

Seus demais componentes formadores (polimeros e sais inorganicos) ndo sao
toxicos nem inflaméveis, o que o0s torna um sistema de extracdo seguro,
comercialmente acessivel e de baixo custo (Silva et al., 2006; Pessoa-Jr & Kilikian,
2005).

O SAB tém sido proposto e aplicado no lugar da separagdo e concentracédo
convencional de células, uma vez que pode integrar estas duas etapas numa so
(Chouyyok et al., 2005).

Quando pares de polimeros quimicamente diferentes e hidrossolaveis ou um
polimero hidrossolivel e um sal inorganico sao misturados em agua acima de
concentragdes criticas e em determinadas condi¢des termodinamicas forma-se o SAB,
isto, em uma faixa especifica de temperatura, pressdo e composi¢ao dos constituintes.

Cada SAB pode ser caracterizado por um Unico diagrama de fases, que
contem a composicao das fases em equilibrio para o sistema. Os dados fundamentais
para qualquer tipo de processo de extracdo liquido-liquido sdo as composicdes de
equilibrio de fases. No caso do SAB, um diagrama de fases é necessario para auxiliar
o desenvolvimento de modelos termodinédmicos para sua predicdo (Oliveira, 1999;

Silva & Loh, 2006). Ele pode ser influenciado por muitos fatores incluindo massa
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molecular e carga do polimero, temperatura, pH, hidrofobicidade, tamanho, adi¢do de
sal ou ligantes ao sistema (Campese e Tambourgi, 2003).

O diagrama de fases (Figura 2) demonstra a concentracdo de sal e a
concentracdo do polimero presente no sistema em composi¢des globais diferentes
(P1, P2 e G) em linhas de amarracao diferentes. Dessa forma, o diagrama informa em
gquais composicdes o sistema € homogéneo e em quais é heterogéneo, sendo essas
duas regides separadas pela linha binodal. A posi¢cédo da linha binodal varia de acordo
com o tipo e a massa molar do polimero, a natureza quimica do sal, a temperatura e 0
pH do meio (Silva e Loh, 2006), ela é formada por pontos cujas coordenadas sdo as
minimas concentracdes de sal e de polimero nas quais o0 sistema apresenta-se como
duas fases em equilibrio termodinédmico. Abaixo da linha binodal tem-se a regido
formada por pontos representando concentracdes que formam um sistema
monofasico, e acima, a regido formada por pontos que formam duas fases.

Estas concentracdes podem ser expressas em qualquer unidade, porém,
geralmente elas sdo expressas em % massico (Cardoso, 2007).

__
S —

Polimero+
LA ; s P2
. G

20 - G

Polimero
+ sal
+agua

104

0 Regigo Monofasica ! Fl
0 5 10 15 20 25

Concentracado de Sal

Concentracao de Polimero

Figura 2 — Diagrama de fase esquematico de um sistema aquoso bifasico.
Fonte: Cardoso, 2007.

Uma das caracteristicas atrativas da extracdo por SAB ¢é a facilidade de scale-
up, ou seja, aumento de escala. Isto deve-se ao fato que o coeficiente de particdo para
substancias sollveis em muitos casos € independente do volume total das fases do
sistema, da razdo de volume e da concentracdo da substancia a ser particionada para
uma larga faixa de concentracdo. O comportamento da particdo em larga escala para

0 SAB pode entdo ser pré-definido com grande exatiddo de experimentos laboratoriais
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em pequenos tubos testes. Desta forma, a mistura e o rapido equilibrio de fases séo
facilmente alcancados, requerendo relativamente pouca energia (Oliveira, 1999).

A utilizag&o do polietilenoglicol (PEG) neste sistema torna-se vantajosa devido
as propriedades fisico-quimicas favoraveis e seu baixo custo, que parece ter
melhorado as possibilidades de emprego do SAB em escala industrial. Esta substancia
ganha destaque pelo fato de ser atoxica e ter sido aceita para aplicacdes em alimentos
e produtos farmacéuticos (Campese & Tembourgi, 2003; Tanuja et al., 2000).

Os SAB’s sado continuamente aplicados para a extracdo e a purificacdo de
inUmeros materiais bioldgicos. A Tabela 3 relaciona alguns SAB’s e os principais

bioprodutos particionados neles (Cardoso, 2007).

Tabela 3 — Sistemas bifasicos utilizados na particdo de biomoléculas.

Sistema aquoso bifasico

Bioproduto
Polimero 1 Polimero 2 (ou sal)
B-lg, antitripsina, caseina PEO?® KsPO, ou MgSO,
Amiloglucosidase PEO Na,SO,
Albumina bovina Dextrana Ficoll, tamp&ao fosfato
Albumina humana Dextrana Ficoll
Insulina PEO — PPO — PEQ" KoHPO,/ KH,PO,
Cisteina, fenilanina, metionina e
lisina. PEO KoHPO,4/ KHL,PO,
Proteinas anticorpos PEO Na,HPO, / K,HPO,
Morfina PEO K;HPO,
Protease de Bacillus subtilis PEO K;HPO,/ K,HPO,
Lisozima PEO Na,SO,
B-glucosidase PEO K,;HPO, / K;HPO,
a-lg, B-lg e a-1 antitripsina PEO Citrato de sodio
Rotavirus PEO NH,;SO,

Fonte: Cardoso, 2007.
®PEO - poliéxido de etileno

PPEO-PPO-PEO- poliéxido de etileno, propileno e etileno.
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2.5.2. Ultrafiltracdo

Dentre os processos de separacdo com membranas destaca-se a ultrafiltracéo
(UF), que € uma técnica de fracionamento baseada na diferenca de tamanho das
macromoléculas, com potencial para aplicacdo em larga escala, tanto para a
purificacdo, como para o polimento de produtos biolégicos, tais como enzimas, drogas
terapéuticas e anticorpos (Ghosh & Cui, 1998).

A maior vantagem dos processos de biosseparacdo por ultrafiltracdo sobre os
processos convencionais é o alto rendimento do produto. No entanto, apesar do uso
generalizado da ultrafitragdo em processos como a filtragdo e concentragdo, o
potencial para a sua utilizagdo no fracionamento de proteina ndo tem sido explorado
na industria biotecnolégica. Isto ocorre principalmente a falta de compreensao dos
mecanismos de separacdo envolvidos na ultrafiltracdo de proteinas. Existem diversos
fatores envolvidos no processo de separacdo e fracionamento de proteinas por
ultrafiltragcdo: interacdo soluto-soluto, interagdo soluto-membrana, polarizagdo, modo
de transporte do soluto, entre outros varios fatores que podem ser responsaveis pelo
fracionamento de proteina; e pelo fato da maioria dos trabalhos de ultrafiltracdo na
area de fracionamento de proteinas se basear apenas na simulacéo da separagéo de
misturas de proteinas. Isso levou a uma melhor compreensdo dos mecanismos de
transporte e separacao das proteinas, porém a falta de aplicacdo baseada em
pesquisa manteve a ultrafiltracdo distante dos potenciais utilizadores (Zufiiga et al.,
2003).

O processo de ultrafiltragdo pode ser ajustado para atingir alta produtividade e
pureza do produto ao mesmo tempo. O produto fica livre de particulas estranhas se a
operacéo for realizada sob condi¢des estéreis (Ghosh & Cui, 2000).

Separagbes com membranas ndo requerem aditivos ou mudangas de fases e
podem ser realizadas isotermicamente em baixas temperaturas e pressées, com
menor consumo de energia. Asseguram 0 minimo de desnaturagéo, desativagdo e/ou
degradacdo dos bioprodutos que sdo altamente instaveis. Além disso, é menos
dispendioso do que outros métodos de separacao e purificagdo (Cui, 2005; Saxena et
al., 2009).

O fracionamento de proteina utilizando ultrafiltracdo € um processo complexo e
as condicdes deste sistema como a taxa de cisalhamento na superficie da membrana,
a pressao, resisténcia da membrana, porosidade, morfologia e carga de superficie

podem afetar no processo de separacdo destes bioprodutos.
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Neste processo, a obtencdo de boa resolugéo e alta produtividade é fortemente
dependente das condi¢des de operacdo (Ghosh et al., 2000, Ghosh e Cui, 2000) e da
diferenca de tamanho e carga entre as proteinas presentes.

2.5.3. Precipitagdo com sulfato de amonio

A precipitacdo de proteinas com sulfato de amonio € conhecida por ser Gtil na
concentracdo de solucBes diluidas de proteina e no fracionamento de mistura de
proteinas de origem microbiana, animal ou vegetal (Lima et al., 2008; Moraes, 2006).

O sulfato de amdnio saturado altera as caracteristicas estruturais das proteinas
fazendo com que as mesmas percam a capacidade de se tornarem sollveis, sendo
assim, na presenca deste as proteinas precipitam (Oliveira, 2007).

O mecanismo de precipitacdo de proteinas com sais decorre de um aumento
da forca ibnica do sistema. Quando pequenas quantidades de sal sdo adicionadas a
solucdo contendo proteinas, ocorre uma interacao destas com as cargas provenientes
da dissociacdo do sal e diminuicdo da interacdo inter-proteinas, aumentando a
solubilidade no meio aquoso. Porém, em condicbes de elevada forca ibnica,
decorrente da adicdo de grandes quantidades de sal, verifica-se um efeito oposto. As
moléculas de &gua interagem mais fortemente com o0s ions provenientes da
dissociacdo do sal, promovendo desta forma, a desidratacdo das proteinas. Durante
esse processo, a interacdo inter-proteinas se torna mais forte, diminuindo a
solubilidade das mesmas em meio aquoso e, consequentemente, a ocorréncia de
precipitacdo das proteinas. Esse processo € também conhecido por salting-out (Cesar,
2005; Lima et al., 2008; Silva, 2008).

A precipitacdo de proteinas pelo gradativo aumento da concentragdo de sais €
um processo muito importante para a separagdo de misturas complexas de proteinas,
uma vez que a concentracdo de sal necesséria para precipitacéo é diferente para cada
proteina. (Lima et al., 2008).

O sulfato de aménio tem sido o sal mais comumente utilizado nos ensaios de
precipitacdo de proteina por algumas de suas caracteristicas como a alta solubilidade,
baixa toxicidade e densidade de suas solucdes, e ao fato de prevenir o crescimento de
bactérias na solucéo, além de ser de baixo custo mesmo em alta pureza (Lima et al.,
2008; Silva, 2008).

Como vantagem adicional, a precipitacéo reduz o volume do material, o que é

normalmente um ponto importante a ser considerado. No entanto, esta técnica possuli
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um grande inconveniente: o sal deve ser eliminado posteriormente da suspensao por
dialise ou ultrafiltracdo/diafiltracdo para as etapas de purificagdo subsequentes
(Moraes, 2006).

2.5.4. Cromatografia de troca idnica

Diferentes formatos de processos cromatograficos sao disponiveis para
purificacdo de proteinas, incluindo troca ibnica, afinidade, interacdo hidrofébica e
exclusdo por tamanho (Medeiros, 2008).

A cromatografia de troca idnica é o método de purificacdo de proteinas mais
comumente empregado, onde a separacdo ocorre de acordo com a carga das
biomoléculas. Além disso, é utilizado com muita efetividade pelas indastrias de
bioguimica fina e farmacéutica para o escalonamento dos processos de isolamento de
proteinas (Zufiga et al., 2003).

A separacdo, como o proprio nome diz, acontece por troca de ions entre 0s
solutos da amostra e os componentes ibnicos da fase movel e estacionéria.
Naturalmente, 0s processos cromatograficos por troca-ibnica apresentam alta
capacidade, e sdo utilizados nos passos iniciais do processo de purificacdo (Cecchi,
2003).

A cromatografia de troca ibnica baseia-se na distribuicdo dos componentes a
serem separados em uma fase estacionaria, ou ligante, e uma fase mdével que conduz
esse componente pela fase estacionaria. Em sua forma mais simples a fase
estacionaria consiste em um leito empacotado dentro de uma coluna. A mistura de
componentes entra na coluna cromatografica junto com a fase moével e cada
componente individual é fixado pelo sistema a diferentes taxas dependendo da sua
interagdo com a fase estacionaria e vazao da fase mével (Gosh, 2003).

Uma separacdo cromatogréfica tipica consiste em quatro estagios: adsorgéo,
lavagem, eluicdo e regeneracdo da coluna. O principio da adsorcdo € transferir a
substancia de interesse da fase movel para a fase estacionaria. Para uma adsorgéo
eficiente a coluna e a amostra devem estar equilibradas com o tampéo contendo as
condi¢cBes 6timas para a ligacdo. A lavagem consiste da passagem de solugdo tampao
para eliminacdo das impurezas. O estagio de eluicdo € o estagio onde ocorre a
dessorcdo, resultando no deslocamento da proteina do ligante. O eluente pode entédo

ser removido da matriz por uma limpeza posterior (Moraes, 2006).
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Essa técnica cromatogréfica € comumente utilizada para purificar proteinas,
pois, em comparacdo com outros meéetodos de purificacdo, apresenta as seguintes
caracteristicas: simples, facil ampliagdo de escala, alta resolucdo, alta capacidade de
adsorcdo e versatilidade. Pode ser desenvolvida, aplicada e utilizada em nivel
laboratorial e ampliada a escala industrial, principalmente em setores como as
indUstrias alimenticias e farmacéuticas que requerem um alto grau de pureza destes
componentes utilizados tanto no processamento como na composi¢cao de alimentos,
medicamentos e setor de analises clinicas. Quando se visa alto rendimento, menor
tempo de processo, maior eficiéncia e diversas outras vantagens associadas a
utilizacdo desta técnica de purificagcdo e das proteinas isoladas.

A cromatografia de troca ibnica além da purificagdo de enzimas pode ser
utilizada na deionizagdo de agua, despigmentacdo de licores, andlise de elementos,
preparacgdo e purificacdo de macromoléculas, separacdo de drogas e seus metabolitos
(Collins et al., 2005), purificacdo de corantes (Moraes & Kalil, 2009), processos de
tratamento da dureza de &agua, metais em tracos, acidos organicos em frutas,

proteinas, amino&cidos e vitaminas (Cecchi, 2003).

2.6. Recuperacdo e purificagao de B-galactosidase

Inimeros sdo os trabalhos associados ao isolamento e caracterizagdo de
micro-organismos produtores de (B-galactosidase (Brady et al., 1995; Ornelas et al.,
2008), condicdes de producdo (Alves et al., 2010; Manera, 2006), imobilizacdo e
producdo de galacto-oligossacarideos (Ates & Mehmeto, 1997; Chockchaisawasdee,
2005; Giacomini et al., 2001; Serio et al., 2003; Splechtna et al., 2006), porém poucos
relatam as etapas de downstream, ou seja, as etapas de recuperacdo e purificacao
desta enzima.

Pesquisas sobre a purificagdo de B-galactosidase por ultrafiltragdo, sistema
aquoso bifasico, precipitagdo com sulfato de amodnia e cromatografia de troca ibnica
sao limitadas, assim como a definicAo de um design de purificacdo adequado para
esta enzima, necessitando de estudos.

Kuhn et al. (2006) verificaram que a melhor porcentagem de saturagdo para
obter uma maior purificacdo da enzima (-galactosidase a partir de Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 é a saturacdo com sulfato de aménio em 70% e uma relacao

volume de ressuspensao/volume inicial de 0,6.
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Alcantara et al. (2006) estudaram a purificagdo de [(-galactosidase de
cotilédones de Hymenaea courbaril utilizando precipitagdo com sulfato de aménio,
cromatografia de troca ibnica, centrifugacdo e permeacdo em gel, obtendo um
aumento de 1,19, 7,6, 2,5 e 13,5 vezes na atividade especifica, respectivamente, com
uma recuperacao final de apenas 0,63%.

Medeiros (2008), estudou a adsorcao e purificagdo da enzima B-galactosidase
de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 através de cromatografia de troca ibnica
utilizando resina aniénica Q Sepharose Fast Flow, obtendo fatores de purificacdo de
12 vezes e rendimento de 85,5% com pH de eluicdo de 5,5 e volume para gradiente
salino igual a vinte vezes o volume do leito.

Silva (2009) purificou a enzima (-galactosidase de Kluyveromyces marxianus
utilizando sistema aquoso bifasico e separacdo por membranas. Na purificagdo por
SAB utilizando polietilenoglicol 8000 e tampao fosfato de potassio obteve um fator de
purificacdo de 10,1 vezes e recuperacao de 175,2%. Ja na ultrafiltracdo a membrana
gue apresentou melhores resultados foi a de 50 kDa, permitindo uma recuperacéo de
63,3% e fator de concentracdo de 7,6 vezes, constatando que a mudanca de pH e
forca ibnica da solugao enzimética ndo melhoraram a separacao.

Embora a enzima (-galactosidase tenha uma grande importancia industrial, a
literatura apresenta poucos dados sobre a recuperacao e purificacdo desta enzima de
Kluyveromyces marxianus, e ndo constam publicacdes e dados sobre o design do

processo de purificacao.
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OTIMIZACAO DA PURIFICACAO DE B-GALACTOSIDASE DE Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 POR SISTEMA AQUOSO BIFASICO (SAB)

RESUMO

A B-galactosidase é uma enzima utilizada na elaboracdo de produtos enriquecidos com
galacto-oligossacarideos e destinados a pessoas com intolerancia a lactose. Para sua
utilizacéo efetiva séo necessarios processos de purificacdo que resultem em aumento da
pureza sem maiores prejuizos no rendimento. O sistema aquoso bifasico (SAB) tem sido
amplamente explorado pelo seu baixo custo e pela manutencdo das propriedades
biol6gicas das moléculas, evitando desnaturacBes. Neste estudo, foi realizada uma
varredura para selecdo da massa molar do polimero e pH do SAB e posterior utilizagéo
da metodologia de superficie de resposta para identificar a composi¢ao do sistema capaz
de maximizar o particionamento e purificagdo da enzima, avaliando-se a concentragao do
polimero e do fosfato de potassio. Este processo de purificacdo mostrou-se eficiente,
alcancando valores de fator de purificacdo e recuperacdo de 3,8 e 101,7%,
respectivamente, com o0 sistema composto por uma concentragdo de 14% de
polietilenoglicol de massa molar 4000 e 15% de tampé&o fosfato de potassio no pH 7,0.

Palavras-chaves: enzima, polietilenoglicol, fator de purificacdo, recuperacgédo, coeficiente

de partigéo.

OTIMIZATION OF B-GALACTOSIDASE PURIFICATION BY Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 USING AQUEOUS TWO-PHASES SYSTEM

ABSTRACT

The B-galactosidase is an enzyme used to elaborate products enriched with
galactooligosaccharides and directed to people who suffer with lactose intolerance. The
increase of the industrial demand for 3-galactosidase production implies in the need for
production methods that ensure the economic viability of lactose hydrolysis in a
commercial scale. For effective use simple purification processes are required, which
result in an increased purity without major losses in the yield. The aqueous two-phase
system (ATPS) has been widely exploited for its low cost and keeping biological
properties of molecules, preventing denaturation. In this study, we performed a screening
to verify the polymer molecular weight and pH of the ATPS. Response surface
methodology was used to identify the system composition able to maximize the enzyme
partitioning and purification, by assessing the polymer concentration and potassium
phosphate. This purification process was efficient, reaching recovery and purification
factor values of 3.8 and 101.7%, respectively, the system composed a concentration of
14% polyethylene glycol of molecular weight 4000 and 15% buffer potassium phosphate
at pH7.0.

Keywords: enzyme, polyethylene glycol, purification factor, recovery, partition coefficient.
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1. INTRODUCAO
A B-galactosidase ou lactase (EC 3.2.1.23) € uma enzima produzida por animais,

vegetais e micro-organismos. E classificada como uma hidrolase, com capacidade
transferase para grupos galactosil, atuando no residuo terminal (3-galactopiranosil da
lactose para formar seus monossacarideos glicose e galactose (Santiago, 2004). E
utiizada na  elaboragcdo de  produtos  hidrolisados  enriquecidos  com
galactooligossacarideos e produtos destinados a pessoas com intolerancia a lactose pela
diminuicédo do teor deste carboidrato (Bansal et al., 2008; Cortes et al., 2005).

As enzimas de origem microbiana, em particular as oriundas de leveduras,
possuem muitas vantagens sobre as equivalentes de origem animal ou vegetal, como o
menor custo de produgcdo, a possibilidade de producdo em larga escala em
fermentadores industriais, além de oferecer um amplo espectro de caracteristicas fisico-
quimicas (Oliveira et al., 2006).

A levedura Kluyveromyces marxianus pode ser utilizada na produgédo da enzima
B-galactosidase com a vantagem de ser reconhecida como segura (GRAS), podendo ser
utilizada na producdo de alimentos e farmacos sem oferecer riscos (Caballero et al.,
1995).

A variedade de produtos gerados nos processos biotecnolégicos requer técnicas
para separacdo e purificagdo do produto alvo, que resultem em elevado grau de pureza,
baixo custo, minimizacdo de perdas e aumento do rendimento das operacbes de
separacdo (Belter et al., 1988). Os processos de purificacdo sdo complexos e seus
custos podem representar cerca de 70-80% do valor final do produto (Naganagouda &
Mulinami, 2008). Assim, sd0 necessarios processos simples e com materiais de baixo
custo, que sejam viaveis para a purificacdo de proteinas em grande escala (Hustedt, et
al., 1998).

A otimizacado da recuperacdo e purificacdo de enzimas é muito importante para o
aumento de escala em processos enzimaticos, existindo um interesse crescente no
desenvolvimento de operagbes eficientes e capazes de elevar o rendimento dos
processos de purificacdo (Faria, 2009).

O sistema aquoso bifasico tem sido amplamente explorado para purificacdo de
proteinas pela alta concentracdo de agua em ambas as fases, simulando o ambiente
natural dos materiais biologicos, impedindo assim, que suas propriedades sejam
alteradas no processo de transferéncia entre as fases, o0 que garante a manutencao das
propriedades biolégicas das moléculas e evita desnaturacdes (Cardoso, 2007; Del-Val &
Otero, 2003; Silva & Loh, 2006; Pessoa-Jr & Kilikian, 2005).
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A purificagdo pela particho do material biolégico através do sistema aquoso
bifasico pode ocorrer pela combinagdo de um polimero e um sal solivel em agua. Este
particionamento pode ser manipulado alterando-se as condi¢des dos sistemas, tais como
pH, massa molar do polimero e composi¢do das fases (Wongmongkol & Prichanont,
2006), de modo que o produto alvo se localiza em uma fase diferente dos contaminantes.

Neste trabalho, foi estudada a otimizagdo da purificacdo da enzima
B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 utilizando sistema aquoso
bifasico. Os efeitos do pH, da massa molar do polimero, da concentracdo do polimero e
do fosfato de potassio foram investigados, tendo como respostas o fator de purificacédo e

a recuperacao enzimatica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi a levedura Kluyveromyces marxianus CCT 7082,
gentilmente cedido pelo Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da FEA/UNICAMP,
e selecionado por Manera et al. (2008) como produtor da enzima B-galactosidase. A cepa
foi mantida a 4°C em tubos inclinados, contendo agar YM (agar extrato de malte e
levedura), composto por (g.L™): extrato de malte (3,0), extrato de levedura (3,0), peptona
(5,0), glicose (10,0) e agar (20,0).

2.2. Preparo do inéculo

O in6culo foi preparado em frascos de erlenmeyers de 500 mL contendo 150 mL
do meio de cultura composto por (g.L™"): extrato de levedura (1,0), (NH4),SO, (1,2),
KH,PO, (5,0), MgS0O, 7H,0 (0,4) e lactose (10,0), em tampao fosfato de potassio 0,2 M
pH 5,5 (Pinheiro et al., 2003). O meio de cultura foi previamente esterilizado em autoclave
a 121°C por 20 min, exceto a lactose. A lactose foi esterilizada por filtragdo em membrana
de ésteres de celulose de 47 mm de diametro e 0,22 ym de didmetro de poros. Apds a
esterilizacdo, o meio foi resfriado a temperatura ambiente para adicdo da lactose
esterilizada por filtracdo e em seguida realizou-se a inoculacdo da levedura. As condi¢bes
de cultivo foram 30°C, 180 rpm por 24 h (Manera et al., 2008).
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2.3. Cultivo submerso

Apbs o crescimento do inéculo, este foi adicionado ao meio de cultivo em uma
relacdo 10% (v/v). Os cultivos foram realizados em meio composto por (g.L™): extrato de
levedura (17,0), (NH4).SO, (8,8), KH,PO, (5,0), MgS0,.7H,O (0,4) e lactose (28,2), em
tampao fosfato de potassio 0,2 M pH 6,0. A lactose e o meio de cultivo foram
esterilizados conforme descrito no item 2.2. O cultivo foi realizado em agitador rotatério a
30°C, 180 rpm por 96 h (Manera et al., 2008).

2.4. Extragdo da enzima

A enzima foi extraida em agitador tipo vortex utilizando pérolas de vidro. Para
isso, foram adicionadas 1,1 g de pérolas de vidro com diametro entre 0,6 e 0,8 mm para
cada mililitro de suspensao celular. A suspenséo foi agitada por 40 min, com intervalos de
2 min de repouso em banho de gelo, obtendo-se o extrato bruto com células. Para
obtencdo do extrato bruto clarificado, a suspensdo celular foi centrifugada sob
refrigeragdo (4700xg, 4°C, 10 min). Um mililitro de célula em suspensao foi obtido por
ressuspensao de células, equivalente a 40 mg de célula seca, em tampao fosfato de
potassio 50 mM pH 6,6 para obter um volume final de 1 mL (Medeiros et al., 2008).

2.5. Purificacao da enzima B-galactosidase por sistema aquoso bifasico (SAB)
2.5.1. Estudo de particdo

O sistema aquoso bifasico composto por polietilenoglicol (PEG) e fosfato de
potassio foi preparado em tubos graduados de centrifuga através da adicdo de
quantidades apropriadas de PEG na massa molar estudada e tampao fosfato de potassio
(30% e 40% (m/m)) no pH desejado. O tampao fosfato foi adicionado de forma a garantir
a concentracdo de sal. Agua foi adicionada até atingir uma quantidade final de 80%
(m/m). O contetdo destes tubos foi homogeneizado mecanicamente em vortex para
completa dissolugdo do polimero, o sistema foi mantido a 4°C e 20% (m/m) de extrato
enzimatico de B-galactosidase equilibrado no respectivo pH do sistema, foi adicionado. O
sistema foi homogeneizado em agitador tipo vortex e centrifugado por 10 min, a 4700xg e
4°C. Os volumes das fases foram medidos e as fases de topo e fundo foram separadas e

analisadas em termos de atividade enzimatica e proteina total. Para verificar a
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interferéncia dos componentes (PEG/fosfato de potassio) nas analises realizadas,

sistemas controles foram formados, onde a enzima foi substituida por agua.
2.5.2. Efeito da massa molar do PEG e do pH no processo de purificacéo

Para a realizacdo dos ensaios de purificacdo nas diferentes massas molares de
PEG (4000, 6000 e 8000) e pH (6,0, 7,0 e 8,0), foram selecionados sistemas proximos
aos estudados por Silva (2009), que apresentaram purificacdo; e concentracdes de PEG
e fosfato de potassio enquadradas acima da curva binodal no diagrama de fases (Tabela
1), garantindo assim a separacdo das fases. Sistemas em que a enzima migrou
preferencialmente para a fase rica em fosfato de potassio foram levados em
consideracdo. Como respostas foram obtidas: fator de purificagdo e recuperagéo

enzimatica.
2.5.3. Otimizagao da purificagado de B-galactosidase por SAB

A otimizagdo da purificacdo e recuperacdo da enzima [-galactosidase foi
realizada através de uma sequéncia de planejamentos experimentais completos 22 para
avaliar a influéncia da concentracdo de PEG e tampao fosfato de potassio no sistema.
Foram obtidos como respostas o fator de purificacdo e a recuperacdo da enzima. Os
niveis das variaveis, assim como os valores reais, estdo apresentados nas Tabelas 2 e 5
para o primeiro e segundo planejamento, respectivamente. A analise dos dados foi
realizada através software Statistica 7.0.

A massa molar do polimero e o pH foram fixados em 4000 e 7,0, respectivamente,

para todos os ensaios, baseado nos ensaios obtidos durante a varredura.
2.5.4. Fator de purificacéo

O fator de purificacao (FP) foi calculado através da Equacgéo 1 (Porto et al., 2008),
sendo uma medida para acompanhar as operacdes de purificacdo. E definido como a
relacdo entre a atividade especifica da p-galactosidase apés uma etapa de purificagcéo e
a atividade especifica de entrada (a partir do extrato aquoso de enzima ou de uma etapa

de purificagc&o anterior).

_ atividade especificadafragé@opurificada
atividade especfficade entrada

FP

(1)
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2.5.5. Recuperagao de B-galactosidase

A recuperacao (RP) da B-galactosidase foi calculada através da Equacao 2 (Porto
et al., 2008), e € definida como a relagédo da atividade total da enzima coletada em uma
fase aquosa apds o processo de purificacdo e a atividade enzimatica total adicionada ao

sistema.

_Atividade daenzima purificadax Volume purificado
Atividade do extratoenzimatico x Volume alim entado

x100 (2)

2.5.6. Coeficiente de particéo

O coeficiente de particdo (Kyaricao) para a B-galactosidase foi calculado através da
Equacédo 3 (Pericin et al., 2009), pela relacdo da atividade da enzima na fase de topo e a
atividade da enzima na fase de fundo.

Atividade enzima (Fase detopo)
Atividade enzima (Fasede fundo)

®3)

particio —

2.5.7. Razéo de volume do sistema

A razdo de volume do sistema (Raz0 voume) fOi Calculada através da Equacéo 4
(Nalinanon et al., 2009), pela relacdo do volume da fase de topo e o volume da fase de
fundo.

Volume na fasede topo

R . =
azdovolume "\ 5lume na fasede fundo @
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2.6. Métodos analiticos

2.6.1. Determinacdo de biomassa

A concentracdo celular foi estimada por leitura da absorbéncia a 620 nm, e
convertida para massa de célula seca através de uma curva padrdo (Numanoglu &
Sungur, 2004).

2.6.2. Determinacéo da atividade enzimética

A atividade enzimatica foi determinada usando como substrato o-nitrofenil-3-D-
galactopiranosideo (ONPG, Aldrich) de acordo com Inchaurrondo et al. (1994). Uma
unidade de atividade enzimética (U) é definida como a quantidade de enzima necessaria

para liberar 1 umol de o-nitrofenol por minuto, a 37°C e pH 6,6.

2.6.3. Determinacao da proteina

A determinacdo da proteina foi realizada segundo metodologia de Bradford
(1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como proteina padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacéo da influéncia da massa molar de PEG e pH no SAB.

O efeito de diferentes valores de pH do sistema, concentracdes e massas molares
de PEG na purificacdo e recuperacdo da enzima B-galactosidase foram testados no
particionamento da enzima no SAB e sdo mostrados na Tabela 1.

A escolha da massa molar do PEG 4000, 6000 e 8000; do pH 6,0, 7,0 e 8,0 e das
diferentes concentracbes de PEG/Fosfato de potassio foram baseadas nos efeitos
pronunciados na particdo da enzima em trabalhos anteriores (dados ndo mostrados).

Analisando a influéncia da massa molar do PEG no coeficiente de particdo da
enzima, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo, ou seja, ndo houve mudanca na
tendéncia geral para o comportamento de particdo da enzima, que permaneceu na fase
inferior rica em fosfato de potassio. Os maiores fatores de purificacdo ocorreram em
sistemas contendo maiores concentracdes de PEG, independentemente de sua massa

molar ou pH do sistema, com excecédo do pH 7,0, PEG 8000.
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Avaliando-se o coeficiente de particdo (K), pode-se observar que todos os valores
de K foram bem inferiores a 1 (um), demonstrando a tendéncia da particdo da enzima
para a fase rica em sal. Albertsson (1971) e Marcos et al. (1999) reportam que a fase rica
em sal — fase de fundo — possui caracteristicas hidrofilicas, e a fase rica em PEG — fase
de topo — caracteristicas hidrofébicas. Deste modo, o particionamento da enzima
B-galactosidase apresentou uma afinidade pela fase rica em sal, indicada pela sua
interacao hidrofilica no sistema.

Quanto ao pH, as maiores purificacdes ocorreram em pH 7,0 e 8,0 com
recuperacdo de 90 a 100% (ensaios 4, 12 e 15). Como a enzima apresenta maior
estabilidade na faixa de pH 6,6 - 7,0 (Medeiros, 2008), este Ultimo torna-se interessante
por evitar a desnaturacdo enzimatica e garantir a manutencdo das propriedades
biolégicas da molécula.

O aumento da concentracdo de PEG ocasionou um aumento na razéo de volume
do sistema, resultando em um incremento no fator de purificacdo, com excecdo dos
sistemas 15 e 16, porém uma tendéncia inversa foi observada para a recuperacao
enzimatica, que diminuiu com o aumento da concentracdo do polimero. Quando as
razbes de volumes sdo maiores, ou seja, o volume da fase de fundo é menor, ha uma
migragéo preferencial da enzima para essa fase, fendbmeno este que néo ocorre para 0s
contaminantes, que ao reduzir o volume migram para o topo, resultando em maiores
fatores de purificagao.

Em geral, o aumento da massa molar e concentracdo do polimero, que enriquece
uma das fases, causam a migracdo do biocomposto para a outra fase. Isso ocorre
principalmente com proteinas de grande massa molar, que sdo mais influenciadas do que
proteinas menores (Albertsson et al., 1990).

O coeficiente de particdo e a razdo de volume no sistema sdo importantes fatores
na determinacdo da eficiéncia de um processo de purificacdo. A particdo unilateral com
elevada razédo de volume no sistema reduz o volume de fundo a ser tratado nas etapas
posteriores de purificagcdo, obtendo-se assim o processo de integracdo (acoplamento de
concentracdo com a etapa de purificagdo) (Anandharamakrishna et al., 2005).

Os valores de FP alcancados nos sistemas estudados estdo equivalentes aos
ensaios realizados por alguns autores, porém, sdo escassos 0s trabalhos relacionados a
purificacdo de [-galactosidase de Kluyveromyces marxianus. Silva et al. (1997)
purificando (-galactosidase de Kluyveromyces lactis obtiveram fator de purificacdo e
recuperacdo de 3,9 e 83%, respectivamente. Porém, 0s mesmos autores encontraram
problemas no inicio do processo. Para alcancar tais resultados e melhorar a extracao dos

contaminantes e a purificacdo da enzima, foram necessarios a adicdo de NaCl e de um
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ligante bioespecifico, o que pode inviabilizar o aumento de escala pela necessidade de
etapas adicionais e elevagéo dos custos operacionais.

Tabela 1 - Fator de purificacdo (FP), recuperacao (RP), coeficiente de particdo
(Kparicao)da enzima B-galactosidase e razéo de volume (Razo voume) dOS sistemas
utilizando PEG 4000, 6000, 8000 em pH 6,0, 7,0 e 8,0.

_ Fase de Fundo
PEG pH Sistema PEG (%) Fosfato (%)

FP RP (%) Kpartigéo Razao volume

60 1 12 12 1,3 110,9 0,01 1,3
’ 2 19 12 1,7 90,9 0,01 1,7
3 12 12 1,8 117,7 0,01 1,0
4000 7,0
4 19 12 3,3 92,6 0,01 1,4
- 5 12 12 1,4 93,0 0,01 0,8
’ 6 19 12 1,8 70,0 0,02 1,2
50 7 12 12 1,3 1147 0,01 1,1
’ 8 19 12 1,8 95,5 0,01 1,7
9 12 12 21 119.8 0,01 0,9
6000 7,0
10 19 12 2.4 92,2 0,01 1.4
- 11 12 12 1,3 85,9 0,01 0,8
’ 12 19 12 3,1 89,3 0,02 1,1
60 13 14 16 1,6 90,3 0,06 0,8
’ 14 19 12 22 61,0 0,04 1,8
15 14 16 29 101,3 0,01 0,6
8000 7,0
16 19 12 22 90,6 0,01 1,3
- 17 14 16 1,8 68,7 0,06 0,6
’ 18 19 12 22 77.4 0,01 1,2

Nesta etapa, valores de fator de purificacdo e recuperacao entre 1,3 — 3,3 e 61,0 —
119,8%, respectivamente, foram encontrados.

Valores de recuperacdo superiores a 100%, como os encontrados nos sistemas 1,
3,7,9, 15 e 18, podem ser explicados por dois motivos: pela remocéo de metabdlitos ou
metabdlitos secundarios durante a purificacdo e que inibem a atividade da enzima, e
ainda pela alta concentracdo de sal e/ou proteina, 0os quais ajudam a manter a
conformacgédo da proteina na forma ativa (Pan et al., 2001). Tais valores tém sido

relatados para a extracdo de enzimas utilizando SAB.
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Mayerhoff et al. (2004) na tentativa de purificarem uma xilose redutase de
Candida mogii por SAB, utilizando PEG de massa molar 600, obtiveram uma recuperagao
de 117,2%. Segundo os autores, esse comportamento ocorre devido a eliminacdo de
inibidores na fase de PEG durante a extracdo, bem como a prépria composicao do
sistema, que pode favorecer a atividade enzimética.

J& Porto et al. (2008) estudaram a extracdo de uma protease de Clostridium
perfringens por sistema PEG/citrato e alcangaram uma recuperacdo de atividade de
255%. Esta pode estar relacionada com a alteracdo da estrutura do sitio ativo da enzima
na presenca de PEG, que pode aumentar sua atividade especifica.

Na tentativa de extrair xilose redutase de Debaryomyces hansenii, Faria et al.
(2009) utilizaram SAB com PEG de massa molar 4000 na presenca de diferentes sais e
alcangaram uma recuperacao de até 223%.

Os dados demonstrados neste trabalho e citados por alguns autores apontam a

viabilidade para recuperagéo total da enzima e a eficiéncia deste processo de purificagdo.

3.2. Planejamento experimental completo

Apés a verificagdo das melhores condigbes para a purificacdo da enzima pelo
SAB, realizou-se um planejamento experimental completo (22), compreendendo 8 ensaios
(4 fatoriais e 4 no ponto central), com as variaveis concentracdo de PEG e fosfato de
potassio, a fim de incrementar e/ou otimizar a purificagdo e recuperagdo da enzima [-
galactosidade utilizando PEG de massa molar 4000 e tampéo fosfato de potassio em pH
7,0.

A matriz do planejamento completo com os valores codificados e reais é
apresentada na Tabela 2, onde também estdo apresentados os dados de fator de
purificacdo, recuperacdo da enzima, coeficiente de particdo e razdo de volume do
sistema obtido em cada ensaio.

O ponto central foi definido de acordo com o ensaio que apresentou melhor fator
de purificagdo e recuperacdo da enzima durante a varredura (item 3.1), (19,0% de PEG e
12% de fosfato de potéssio).

Pelo planejamento, o fator de purificacéo variou de 0 a 1,9. O maior valor do fator
de purificac&o foi obtido no ensaio 3, onde as condi¢es foram: concentragdo de PEG no
nivel -1 (14,1%) e concentracdo de tampdo fosfato de potassio no nivel +1 (14,8%),
apresentando um fator de purificagdo de 1,9 vezes e 107,1% de recuperagéo enzimatica.

O ponto central ndo forneceu resultados semelhantes aos obtidos na varredura

(FP de 3,3 vezes e recuperacdo de 92,6%). Isto sugere que o valor inferior de FP possa
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estar associado a baixa recuperacgéo, seja por desnaturacao e/ou algum outro fenémeno.
A utilizagdo de extratos enzimaticos oriundos de fermentagdes distintas fornece material
de partida para os ensaios em diferentes composi¢cdes, tanto em teor de proteina,
atividade enzimatica, células e outros materiais bioldgicos. Isto pode explicar a nédo
reprodutibilidade dos resultados, ja que a particdo do material biolégico € altamente
influenciada pela composigéo do extrato enzimético adicionado ao sistema.

A predicdo das condi¢cbes envolvidas na purificagdo da enzima B-galactosidase
por SAB pode ser dificil, uma vez que ndo se sabe o tipo e a concentracao de impurezas
presentes no extrato, os quais, sabe-se, que afetam diretamente as propriedades do
sistema e do soluto (Chouyyok et al., 2005), e, portanto a separacdo, a pureza e a

recuperacao.

Tabela 2 — Matriz do planejamento experimental com as variaveis concentracdo de PEG
e de fosfato de potéssio e as respostas fator de purificagcdo (FP), recuperagéo enzimatica
(RP), coeficiente de particdo (K) e razdo de volume do sistema (Razzo volume)-

SAB PEG Fosfato PEG (%) Fosfato (%) FP RP (%) K Razio volume

1 -1 -1 14,1 9,2 14 120,14 5.10* 4,5
2 1 -1 23,9 9,2 1,3 77,3 0,01 2,9
3 -1 1 14,1 14,8 19 107,1 0,02 0,9
4 1 1 23,9 14,8 0,0 0,08 0,10 1,6
5 0 0 19 12 1,0 50,6 0,02 15
6 0 0 19 12 11 56,4 0,02 1,6
7 0 0 19 12 15 63,5 0,01 1,6
8 0 0 19 12 1,2 51,3 0,02 1,6

As respostas encontradas aqui fornecem informagbes de que o FP e a
recuperacdo enzimatica podem ser incrementados quando o sistema é constituido por
maiores concentracdes de fosfato de potassio e menores de PEG.

Para verificacdo da validade do modelo de purificagdo e recuperacdo da enzima
B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 em funcdo das variaveis
significativas codificadas, foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA) conforme
apresentado nas Tabelas 3 e 4, de acordo com Rodrigues & lemma (2005).

Os coeficientes de correlagcbes (R) de 0,92 e 0,94 para o fator de purificacdo
(Tabela 3) e recuperacado enzimatica (Tabela 4), respectivamente, demonstraram que o
modelo se ajusta bem aos dados experimentais. A razao Faculado/Ftabelado fOi de 2,6 para o
fator de purificacdo e 1,8 para recuperacdo enzimatica, tornando os modelos preditivos e

significativos para as respostas (Equacdes 5 e 6, respectivamente).
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Tabela 3 — Andlise de variancia para o fator de purificacdo do planejamento experimental

completo 22,
Fonte de Soma dos Graus de Média dos E Calculad
variacao guadrados liberdade guadrados aiculado
Regresséo 1,77 2 0,88 15,17
Residuo 0,29 5 0,058
Falta de ajuste 0,16 2
Erro puro 0,13 3
Total 2,06 7
R= 0,92, F0’95; 2: 5. 5,79
Fator de Purificacdo = 1,16 - 0,5 * PEG - 0,43 * PEG * Fosfato de potassio (5)

A partir do modelo obtido (Equacéao 5) foi possivel gerar a superficie de resposta e
curva de contorno, para analisar as melhores condi¢cdes (concentracbes de PEG e
fosfato) que conduzem a um melhor fator de purificacdo da enzima. A superficie de

resposta e a curva de contorno estao apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 — Superficie de resposta e curva de contorno para fator de purificacao da

enzima (-galactosidase.

Os ensaios conduzidos em maiores concentracdes de fosfato e menores de PEG
propiciaram fatores de purificacdo mais elevados.

Igualmente ao fator de purificacdo, através do modelo de recuperacdo enzimatica
(Equacéo 6) foi possivel gerar a superficie de resposta e curva de contorno para analisar
as melhores condi¢cBes (concentracbes de PEG e fosfato) para recuperacdo da enzima. A

superficie de resposta e a curva de contorno estéo apresentadas na Figura 2.
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Tabela 4 — Andlise de variancia para a recuperagéao da enzima (3-galactosidase do

planejamento experimental completo 22,

Fonte de Soma dos Graus de Média dos
o ) F Calculado
variacao guadrados liberdade guadrados
Regresséo 8677,47 3 2892,4 12,0
Residuo 963,01 4 240,7
Falta de ajuste 856,56 1
Erro puro 106,45 3
Total 9640,48 7

R=0,94; Fogs. 3. 4: 6,59

Recuperacado= 65,7 - 37,4 * PEG - 22,5 * Fosfato de potassio - 16,0 * PEG *

(6)
Fosfato de potassio
14,8
440 g
o
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Figura 2 — Superficie de resposta e curva de contorno para recuperacao de

B-galactosidase.

O maior valor de recuperagdo da enzima foi obtido no ensaio 1, onde as
condi¢des foram: concentracdo de PEG no nivel -1 (14,1%), concentracdo de tampéao
fosfato de potéssio no nivel -1 (9,2%), apresentando uma recuperagéo de 120,1%.

As maiores recuperacdes da enzima ocorreram em sistemas com menores
concentracdes de PEG.

A partir deste planejamento foi possivel observar que tanto a purificagdo, quanto a
recuperacdo da enzima poderiam ser incrementadas, ou até mesmo otimizadas em

sistemas com altas concentracdes de fosfato e baixas de PEG.
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3.3. Otimizagao da purificagao de B-galactosidase por SAB

A partir dos dados obtidos no primeiro planejamento, um novo planejamento
experimental completo (2%), contendo 4 pontos fatoriais, 4 axiais e 3 pontos centrais, foi
realizado com as variaveis concentracdo de PEG de massa molar 4000 e fosfato de
potassio em pH 7,0, obtendo-se como respostas o fator de purificagéo, recuperagao de -
galactosidase, coeficiente de particdo e razdo de volume de sistema.

O ponto central neste segundo planejamento foi definido como sendo o ensaio
que apresentou os melhores resultados no planejamento anterior (14,1% de PEG e
14,8% de tampao fosfato de potassio).

A matriz do planejamento completo com os valores codificados e reais é
apresentada na Tabela 5, onde também s&o apresentados os fatores de purificagéo,
recuperacao de [-galactosidase, coeficiente de particdo, razdo de volume de sistema, e
os valores preditos de fator de purificagdo e recuperagdo enzimatica, assim como 0s
respectivos desvios relativos.

Para verificacdo da validade do modelo para purificagdo da B-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 em funcdo das variaveis significativas codificadas,
foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA).

O coeficiente de correlagéo (R) de 0,94 para o fator de purificacdo, também foi
calculado na ANOVA (Tabela 6). A razd0 Fcacuado/Frabelade fOi de 7,1 para o fator de
purificacdo, assim, pode-se concluir que 0 modelo se ajusta bem aos dados

experimentais, tornando-o preditivo e significativo para as respostas.
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Tabela 5 — Matriz do planejamento composto central rotacional 22com trés pontos centrais, valores codificados e reais para concentracdes
de PEG e fosfato de potassio, tendo como resposta fator de purificacdo, recuperagéo de -galactosidase, coeficiente de particao, razéo de

volume do sistema.

Razao

SAB PEG Fosfato PEG (%) Fosfato (%) FP  FPprevisto Dreiativo RP (%) RPprevista (%) Dretativo  Kparticao
volume
1 -1 -1 11,2 12,9 1,6 1,7 5,8 128,5 126,1 1,9 3,0.10° 0,9
2 1 -1 16,8 12,9 15 1,8 20,0 91,4 95,6 56 1,8.10% 1,3
3 -1 1 11,2 17,1 15 1,3 15,3 92,7 90,6 23 25.10% 0,6
4 1 1 16,8 17,1 14 14 0,0 55,0 60,5 10,0 4,4.10% 1,0
5 -1,41 0 10 15 14 14 0,0 110,2 114,7 41 7.10° 0,6
6 1,41 0 18 15 1,7 15 11,7 77,2 71,8 70 4,2.10° 1,1
7 0 -1,41 14 12 2,3 1,9 17,4 1074 118,0 9,9 4.10° 1,3
8 0 1,41 14 18 1,1 1,3 18,2 59,3 68,5 155 2,5.10% 1,2
9 0 0 14 15 4,2 3,8 9,5 105,0 93,3 11,1 2,1.10% 0,9
10 0 0 14 15 3,2 3,8 18,75 94,7 93,3 1,5 2,3.10% 0,9
11 0 0 14 15 4,1 3,8 7,31 1054 93,3 11,5 2,8.10% 0,9

*PFator de Purificacdo, " Recuperacéo de B-galactosidase, KP*™*°Coeficiente de particdo, "#**° "*"™*Raz&o de volume do sistema,
FPPrevioEator de purificacdo; RPP"®VS'? Recuperacdo enzimatica prevista pelo modelo fornecido pela equacéio 7 e 8, e os respectivos desvios

relativos ®?"° dos ensaios experimentais em relaco ao modelo.
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Tabela 6 — Andlise de variancia para o fator de purificacdo do planejamento experimental.

Fonte de variacéo Somg (_sraus de Méd|a_1 F calculado
guadratica liberdade guadratica
Regresséo 10,87 2 5,43 31,94
Residuo 1,39 8 0,17
Falta de ajuste 0,71 6
Erro puro 0,68 2
Total 12,26 10
R: 0,94, F0'95; 2: 8- 4,46
Fator de Purificacdo= 3,8 -1,16 * PEG2 - 1,08 * Fosfato de potassio? (7)

Dessa forma, foi possivel gerar as equacdes dos modelos com as variaveis
codificadas que representam as respostas do planejamento em funcdo das variaveis
(concentragfes de PEG e fosfato de potassio), nas faixas estudadas.

A partir do modelo obtido foi possivel gerar a superficie de resposta e curva de
contorno para analisar as melhores condi¢des de concentracdo PEG e fosfato de potassio,

para a purificacdo de B-galactosidase. As superficies de resposta geradas para o fator de
purificacdo estao apresentadas na Figura 3.

oRhE N 90 MR A

Fosfato de potassio (%)

14
PEG (%)

Figura 3 — Superficie de resposta e curva de contorno para o fator de purificacdo de

B-galactosidase como uma fungéo da concentragédo de PEG e fosfato de potassio.

Pode-se observar pela analise da superficie de resposta e curva de contorno da

Figura 3 que a melhor condicdo para purificacdo da enzima € alcangada quando a
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concentracdo de PEG é em torno de 14% e de fosfato de potéssio de 15%, onde obteve-se
um fator de purificagédo de 3,2 a 4,2 vezes.

A Tabela 7 apresenta a validade do modelo pelo teste F para a variavel recuperacao,
sendo que 0 Fcacuiado fOI 6,5 Vezes maior que o tabelado.

Tabela 7 — Analise de variancia para recuperacao de B-galactosidade no planejamento

experimental.

o Soma Graus de Média
Fonte de variagao gquadratica liberdade quadratica F calculado
Regresséao 4303,5 2 2151,7 29,2

Residuo 589,2 8 73,65
Falta de ajuste 514,9 6
Erro puro 74,3 2
Total 4892,7 10

R: 0,93, Fo'gs; 2:9: 4,46
Recuperacdo= 93,3 - 15,2 * PEG - 17,5 * Fosfato de potassio (8)

A partir do modelo obtido (Equacéo 8) foi possivel obter a superficie de resposta e
curva de contorno para analisar as melhores condi¢cdes de concentracdo de PEG e fosfato
de potassio, para a recuperagdo da enzima [3-galactosidase. A superficie de resposta e a
curva de contorno obtidas para a recuperagado da enzima estéo apresentadas na Figura 4.

Pode-se observar pela analise da superficie de resposta e curva de contorno da
Figura 4 que quando a concentracdo de PEG é em torno de 10% e de fosfato de potassio
em torno de 12%, obteve-se uma recuperacdo da enzima em torno de 120%.

Em concentragfes intermediarias de PEG e fosfato de potéssio, em torno de 14% e
15%, respectivamente, as recuperacdes ficaram préximas a 100%. JaA com o aumento das
concentracbes de PEG e fosfato de potassio hd uma redugdo nas recuperagles, que

variaram de 60 a 80%.
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Figura 4 — Superficie de resposta e curva de contorno para recuperacao de 3-galactosidase

como uma func¢do da concentracdo de PEG e fosfato de potassio.

O planejamento utilizado neste trabalho permitiu definir condigbes adequadas e
ideais para a purificagao e recuperagao da enzima (-galactosidase.

Isso demonstra uma perspectiva promissora do SAB para aplicacdo em larga escala
para a purificagdo da enzima [B-galactosidase, pois um fator de purificacdo e recuperagéo
em torno de 4 e 100%, respectivamente, sdo sem dulvidas, bons resultados para uma
primeira etapa de purificacdo a partir de um extrato bruto. Desta forma, os resultados

obtidos definiram um processo promissor para purificar e recuperar esta enzima.

4. CONCLUSAO

A otimizacao da purificacdo da enzima [-galactosidase através do sistema aquoso
bifasico composto por polietilenoglicol e fosfato de potassio foi alcancada. Os melhores
resultados em termos de fator de purificagdo (3,8) e recuperacéo (101,7%) foram obtidos
gquando o sistema foi composto por uma concentracdo de 14% de polietilenoglicol de massa
molar 4000 e 15% de tampdo fosfato de potassio em pH 7,0, a partir do segundo
planejamento experimental realizado. Embora o sistema aquoso bifasico ndo seja
suficientemente seletivo para purificacdo total da enzima, deve ser levado em consideracéo
como método potencial para concentracdo e descontaminacdo nas etapas iniciais dos

processos de purificacdo da enzima.
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CONCENTRAGAO E PURIFICAGAO DE B-GALACTOSIDADE DE Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 UTILIZANDO TECNICA DE SEPARACAO POR
MEMBRANAS: DETERMINACAO DE PARAMETROS
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CONCENTRACAO E PURIFICACAO DE B-GALACTOSIDADE DE Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 UTILIZANDO TECNICA DE SEPARACAO POR MEMBRANAS:
DETERMINACAO DE PARAMETROS

RESUMO

Para viabilizagdo da utilizacdo industrial da enzima [(-galactosidase na elaboracdo de

alimentos e farmacos destinados a pessoas intolerantes a lactose sdo necessarios
processos de concentracdo e separacdo simples que sejam viaveis para aplicacdo em
grande escala. A ultrafiltracdo (UF) € um processo de biosseparacdo poderoso para
concentracdo e, em alguns casos, pode ser utilizado para purificagdo de bioprodutos tais
como: drogas terapéuticas, enzimas, hormoénios e anticorpos. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia do pH (6,5; 7,0 e 7,5), massa molar de corte das membranas
(30; 50 e 60 KDa), presséao de operacgao (1,5; 2,0 e 2,5 kgf/cm?) e influéncia da forca ibnica
(0,01; 0,05 e 0,1 mol.L™) na concentracdo e purificacdo da enzima B-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 por ultrafiltracdo. A utilizacdo da técnica de UF para a
concentrac@o e recuperacdo da enzima mostrou-se satisfatoria alcancando valores de até
8,1 vezes e 112,7%, respectivamente, porém nao foi tdo eficiente para a purificacdo, pois
alcancou baixos valores de fator de purificacdo. O aumento da pressdo de operagdo
ocasionou prejuizos ao rendimento, bem como a adicdo de cloreto de sodio e cloreto de
potassio, que diminuiram a purificacdo e recuperag¢ao enzimatica.

Palavras-chave: ultrafiltracéo, forca ibnica, membrana filtrante, permeacéo.

CONCENTRATION AND PURIFICATION OF B-GALACTOSE by Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 USING SEPARATION MEMBRANESTECHNIQUE: PARAMETERS
DETERMINATION

ABSTRACT

In order to achieve the industrial viability of B-galactosidase enzyme in the food and drugs
preparation intended for intolerant lactose people are necessary simple concentration and
separation processes viable for scale up application. The ultrafiltration (UF) is a powerful
bioseparation and concentration process, in some cases, used for bioproduct purification
such as therapeutic drugs, enzymes, hormones and antibodies. Thus, the objective of this
work was to evaluate the influence of pH (6.5, 7.0 and 7.5), molecular weight cutoff of
membranes (30, 50 and 60 kDa), operating pressure (1.5; 2.0 and 2.5 kgf/cm?2) and ionic
strength (0.01, 0.05 and 0.1 mol L) in the B-galactosidase concentration and purification
using the ultrafiltration technique. The enzyme concentration and yield had satisfactory
values reached up to 8.1 fold and 112.7% respectively. The UF was not as effective to 3-
galactosidase purification, since reached low purification factor values. The increase in the
operating pressure resulted in losses, caused by increases in protein concentration and
fouling on the membrane. The sodium chloride and potassium chloride addition decreased
the enzyme purification and recovery, resulting in denaturation.

Keywords: ultrafiltration, ionic strength, membrane filtration, permeation.
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1. INTRODUCAO

A B-galactosidase € uma enzima que hidrolisa a lactose, melhorando a solubilidade e
digestibilidade do leite e derivados, ideais para consumidores intolerantes a lactose (Rajoka
et al., 2003). Para viabilizar sua produgéo sdo necessarios processos de purificacdo simples
e que sejam viaveis para aplicacdo em grande escala (Hustedt et al., 1998).

Dentre os processos de concentracao e separacao, destaca-se a ultrafiltracdo (UF),
gue é uma técnica baseada na diferenca de tamanho das macromoléculas, que pode ser
aplicada tanto para a concentracdo, como para o polimento de produtos bioldgicos, tais
como proteinas, enzimas, drogas terapéuticas, anticorpos, produtos nutracéuticos e para
diagnésticos (Lim & Mohammad, 2010).

A maior vantagem dos processos de concentragdo e biosseparag¢éo por UF sobre os
processos convencionais € o alto rendimento do produto. No entanto, apesar do uso
generalizado da ultrafiltragdo em processos de concentracdo, o potencial para a sua
utilizacdo ndo foi explorado na industria biotecnoldgica. Isto € devido principalmente pela
falta de compreensdo dos mecanismos envolvidos nesta técnica, pois existem diversos
fatores no processo de concentracdo e fracionamento de proteinas: interagdes soluto-soluto
e soluto-membrana, polarizacdo, modo de transporte do soluto, entre outros que podem
interferir e influenciar no processo (Cui, 2005).

A concentracdo e separagdo do material bioldégico com membranas ndo requerem
aditivos ou mudancas de fases e podem ser realizadas isotermicamente em baixas
temperaturas e pressdes, com menor consumo de energia. Asseguram 0 minimo de
desnaturacédo, desativacdo e/ou degradacao dos bioprodutos que sao altamente instaveis.
Além disso, é menos dispendioso do que outros métodos de concentracdo, separacao e
purificacdo (Cui, 2005; Saxena et al., 2009).

Na UF as condigbes do sistema podem afetar o processo de concentracdo dos
bioprodutos (Pereira, 2009), assim, bons resultados sdo fortemente dependentes das
condigcbes de operagdo e principalmente da diferenca de tamanho entre as proteinas
presentes (Ghosh & Cui, 2000).

Ao contrario da maioria dos processos de concentracdo e separacao, a UF apresenta
ainda, a vantagem de ser extremamente simples do ponto de vista operacional e em termos
de escalonamento e flexibilidade operacional (Habert et al., 2006).

Diversos trabalhos reportam a utlizacdo da ultrafitragdo como etapa para
concentracdo, purificacdo e recuperacado de bioprodutos, porém sdo escassos dados na
literatura referentes a ultrafiltragdo da enzima B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus.
Por isso, este trabalho apresenta grande importancia pela contribuicdo e fornecimento de

dados técnicos a respeito da concentracao, purificacdo e recuperacdo desta enzima. Assim,
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0 objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do pH, massa molar de corte das membranas,
pressdo de operacdo e influéncia da forca i6nica na concentragéo e purificagdo da enzima
B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082, utlizando a técnica de
ultrafiltragéo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi a levedura Kluyveromyces marxianus CCT 7082,
gentilmente cedido pelo Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da FEA/UNICAMP, e
selecionado por Manera et al. (2008) como produtor da enzima B-galactosidase. A cepa foi
mantida a 4°C em tubos inclinados, contendo agar YM (4gar extrato de malte e levedura),

composto por (g.L™): extrato de malte (3,0), peptona (5,0), glicose (10,0) e agar (20,0).

2.2. Preparo do inéculo

O in6culo foi preparado em frascos de erlenmeyers de 500 mL contendo 150 mL do
meio de cultura composto por (g.L™): extrato de levedura (1,0), (NH4),SO, (1,2), KH,PO,
(5,0), MgS0O,7H,0 (0,4) e lactose (10,0), em tampédo fosfato de potassio 0,2 M pH 5,5
(Pinheiro et al., 2003). O meio de cultura foi previamente esterilizado em autoclave a 121°C
por 20 min, exceto a lactose. A lactose foi esterilizada por filtragcdo em membrana de ésteres
de celulose de 47 mm de didmetro e 0,22 um de didmetro de poros. Apds a esterilizacao, o
meio foi resfriado a temperatura ambiente para adicdo da lactose esterilizada por filtracéo e
em seguida realizou-se a inoculacdo da levedura. As condigBes de cultivo foram 30°C, 180
rpm por 24 h (Manera et al., 2008).

2.3. Cultivo submerso

Apds o crescimento do inoculo, este foi adicionado ao meio de cultivo em uma
relacdo 10% (v/v). Os cultivos foram realizados em meio composto por (g.L™): extrato de
levedura (17,0), (NH,).SO, (8,8), KH,PO, (5,0), MgS0O,.7H,O (0,4) e lactose (28,2), em
tampao fosfato de potassio 0,2 M pH 6,0. A lactose e o meio de cultivo foram esterilizados
como descrito no item 2.2. O cultivo foi realizado em agitador rotatério a 30°C, 180 rpm por
96 h (Manera et al., 2008).



51

2.4. Extracdo da enzima

A enzima foi extraida em agitador tipo vértex através do uso de pérolas de vidro.
Para isso foram adicionadas 1,1 g de pérolas de vidro com diametro entre 0,6 e 0,8 mm para
cada mililitro de suspenséo celular. A suspenséo foi agitada por 40 min em agitador tipo
vortex com intervalos de 2 min de repouso em banho de gelo, obtendo-se o extrato bruto
com células. Para obtencéo do extrato bruto clarificado, a suspenséo celular foi centrifugada
sob refrigeracéo (4700xg, 10 min, 4°C). Um mililitro de célula em suspensao foi obtido por
ressuspensao de células equivalente a 40 mg de célula seca em tampao fosfato de potassio

50 mM pH 6,6 para obter um volume final de 1 mL (Medeiros et al., 2008).

2.5. Adsorgao da enzima na membrana de ultrafiltragéo

Os estudos para avaliar o grau de adsor¢cdo da enzima nas membranas foram
realizados pela imersdo de 25 mm? de membrana em 5 mL de extrato enzimético bruto em
um béquer sob constante agitacao. Os ensaios foram conduzidos a 4°C para as membranas
de 30, 50 e 60 kDa, nos valores de pH 6,5, 7,0 e 7,5. Foram retiradas aliquotas no intervalo
de tempo de 0 a 180 minutos, quantificando-se a atividade enzimatica. Para avaliacdo da
desnaturacdo enzimatica com o passar do tempo foi também preparado um ponto de
comparagcdo, sem a adicdo da membrana. A quantidade de enzima adsorvida foi
gquantificada pela razdo entre a atividade do ponto controle e pela atividade no mesmo

ponto, na presenca da membrana, conforme Equacéo 1.

Aenzima = A_: (1)

onde: A, é a atividade no ponto com membrana e A, é a atividade (U.mL™) no ponto de

comparagéo sem membrana.

2.6. Concentracgao e purificagao da enzima B-galactosidase através da separacédo por

membranas
2.6.1. Estudo do pH, massa molar de corte da membrana e pressao de operacao
Os ensaios de ultrafiltracdo foram realizados em uma unidade de bancada tipo dead-

end, de volume util de 200 mL, agitada por uma barra magnética suspensa a 5 mm da

superficie da membrana, para simulacédo do escoamento em fluxo cruzado. Foram testadas
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membranas com massas molares de corte (MWCO) de 30 (poli(étersulfona), Milipore PBTK
15005), 50 (poli(étersulfona), Milipore PBQK 15005) e 60 kDa (poli(sulfona), Osmonics
YMEWSP3001), presséo de operacgdo de 1,5, 2,0 e 2,5 kgf/cm? e valores de pH de 6,5, 7,0 e
7,5. A escolha dos valores de pH citados anteriormente foram realizadas de acordo com o
pH de estabilidade da enzima (6,6) e o pH utilizado em outras técnicas de purificacao
definidas em trabalhos prévios para -galactosidase, 7,5 para cromatografia de troca idnica
(Medeiros, 2008) e 7,0 para o sistema aquoso bifasico (Silva, 2009). Valores superiores a
7,5 ndo foram cogitados por ser um pH fora da faixa de estabilidade da enzima, e também
por ndo serem utilizados em nenhuma outra técnica de purificacdo. O sistema foi operado
sob agitacdo constante e com temperatura controlada a 4°C para minimizar perdas por
desnaturagéo (Figura 1). Os ensaios foram realizados em triplicata. A atividade enziméatica e
o teor de proteina total na alimentacéo, no retido e no permeado foram quantificados apos

cada ensaio.

i

Figura 1 — Célula de ultrafiltragcdo utilizada na concentracdo e purificacdo da enzima

B-galactosidase.

2.6.2. Estudo daforcaibnica

O efeito do aumento da forga ibnica na purificagdo da enzima B-galactosidase foi
avaliado pela adi¢édo de sais em diferentes concentracdes. Para tal, cloreto de potassio (KClI)
e cloreto de sédio (NaCl) foram adicionados ao extrato enzimatico inicial. Os ensaios foram

realizados em duplicata com extrato nas seguintes molaridades: 0,01; 0,05; 0,1 mol.L™:. As
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condicOes estabelecidas nos processos anteriores foram usadas neste estudo: membrana

de 50 kDa, pH 7,5 e 1,5 kgf/cm? de presséo, sob agitacdo constante e a 4°C.
2.7. Determinacdo da eficiéncia do processo de concentracédo e purificacdo da enzima

A eficiéncia do processo de concentragcado e purificacdo da enzima B-galactosidase
por UF foi avaliada pelos calculos da recuperacdo, fator de purificacdo, retencdo de
atividade e proteina e fator de concentracdo de volume, atividade e proteina, conforme

equacdes a seguir.
2.7.1. Recuperacgédo enzimatica

* .
xretldo) ) x100 (2)
entrada entrada

(A
(A

retido

RP (%)=

onde: Aiee € a atividade enzimatica no retido (U.mL™); Viigoe € O volume retido na
membrana em mL; Acwada € @ atividade enzimética da alimentacdo (U.mL™) € Venyaga € O

volume inicial do extrato enzimatico adicionado em mL.
2.7.2. Fator de purificagao

A .
FP = esp.saida
TR 3)

esp.entrada
onde: Acspsaia € @ atividade especifica da fragdo retida (U.mg™); Acspenrada € @ atividade

especifica da enzima na alimentacdo (U.mg™).

2.7.3. Retencdo de proteinas

C
% Retenc&o de proteinas = [1— C—pp] *100 (4)
pa

onde: C,, é a concentragdo de proteinas no permeado e Cy, € a concentracédo de proteinas

na alimentacao.

2.7.4. Retencéo de atividade

C
% Retencdode atividade = (1—C—a"]*100 (5)

aa

onde: C,, é a atividade no permeado e C,, € a atividade na alimentagé&o.
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2.7.5. Fator de concentracao de volume

V

entrada
S (6)

retido

Fc, =

onde: Venrada € 0 Volume alimentado em mL e V90 € 0 Volume em mL da fragdo retida na

membrana.
2.7.6. Fator de concentracédo de proteinas

P..
Fc. = retido
PTp (7)

entrada
onde: Peada € O teor de proteina (mg.mL™) do extrato alimentado e Pyeigo € O teor de

proteina da frac&o retida (mg.mL™).
2.7.7. Fator de concentracao de atividade

A
FCA — retido (8)
Aentrada

onde: Acnraga A @ atividade do extrato alimentado (U.mL™) e Aeiqo € a atividade da fracéo

retida (U.mL™).
2.8. Métodos analiticos

2.8.1. Determinacdo da concentracdo de células

A concentragdo celular foi estimada por leitura da absorbéncia a 620 nm, e
convertida para massa de célula seca através de curva padrdo (Numanoglu & Sungur,
2004).

2.8.2. Determinacéo da atividade enzimética

A atividade enzimética foi determinada usando como substrato o-nitrofenil-3-D-
galactopiranosideo (ONPG, Aldrich) de acordo com Inchaurrondo et al. (1994). Uma unidade
de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar

1 umol de o-nitrofenol por minuto, a 37°C em pH 6,6.
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2.8.3. Determinacdo da proteina

A determinacdo da proteina foi realizada segundo metodologia de Bradford (1976),

utilizando albumina de soro bovino (BSA) como proteina padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Adsorcéo da enzima na membrana de ultrafiltracao

InteragBes proteina/proteina e proteina/membrana podem afetar o processo de
concentracdo e separacdo durante a ultrafiltracdo, ocasionando a inviabilidade do mesmo
em alguns casos. Por isso, o grau de adsor¢gado da enzima (3-galactosidase foi avaliado pela
diferenga na atividade da enzima em contato com as membranas de diferentes massas
molares de corte (30, 50 e 60 kDa), e a atividade da enzima em um ensaio controle (sem
membrana), realizadas em pH 6,5, 7,0 e 7,5.

As Figuras 2, 3 e 4 mostram que a atividade enzimatica nao sofreu grandes
alteracdes no decorrer dos 180 min de avaliagdo em relacdo a atividade do ponto controle
(Ap), independentemente da membrana ou pH utilizado. Isso é comprovado pelo fato que a
atividade sofreu uma diminuicdo sempre inferior a 10%, indicando baixa capacidade de
ligagdo da enzima com as membranas utilizadas no processo, favorecendo assim, a
concentracdo e purificagcdo da enzima sem perdas de atividade pelo fendbmeno de adsor¢ao.

2,00

e 30kDa
1,75 = 50kDa
+ 60 kDa

1,50

1,25

AA,

1,00

ne
e
*
.
on
.o

0,75

0,50

0,25

0,00
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (min)
Figura 2 — Cinética de adsorgéo da enzima (-galactosidase nas membranas de 30, 50 e 60
kDa no pH 6,5.
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Figura 3 — Cinética de adsor¢ao da enzima B-galactosidase nas membranas de 30, 50 e 60
kDa no pH 7,0.
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Figura 4 — Cinética de adsor¢ao da enzima B-galactosidase nas membranas de 30, 50 e 60
kDa no pH 7,5.

E importante ressaltar, no entanto, que estes dados refletem apenas a adsorcdo da
enzima na superficie da membrana, e ndo considera interacdes que possam ocorrer no
interior dos poros das membranas de ultrafiltracdo, j& que este estudo ndo implica na

permeacao e passagem da enzima pelos poros das membranas.
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3.2. Concentracao e purificacdo da enzima B-galactosidase através da separacao por
membranas

3.2.1. Estudo do pH e massa molar de corte da membrana

A variacdo da massa molar de corte e do pH no processo de ultrafiltracdo da enzima
foi realizada com o objetivo de verificar os melhores parametros para esse processo,
levando-se em consideracdo a recuperacéo total, fator de purificacdo, retencéo de atividade
e proteina, e o fator de concentracao para atividade, proteina e volume.

A utilizacdo de diferentes massas molares de corte para as membranas nao
provocou, de um modo geral, modificagbes significativas na concentracdo, purificagdo,

retencdo e recuperacgéo global da enzima (Tabela 1).
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Tabela 1 — Concentragao e purificagao de B-galactosidase utilizando membranas de 30, 50 e 60 kDa em pH 6,5, 7,0 e 7,5.

pH MMC(kDa) %RP" FP® R,(%)° Ra(%)° Fc (V)F Fc™ (A) Fc (P)°®
30 93,01+0,02% 0,93+0,04 98,72+1,53% 100,02 6,66+0,00%° 6,18+0,00%" 6,78+0,36%
6,5 50 79,45+4,87° 0,9+0,06% 99,42+0,66 100,0% 6,38+0,26"° 5,06+0,33¢ 5,67+0,04%
60 89,25+2,94% 0,96+0,10% 95,42+6,262 100,0% 6,44+0,5" 5,70+0,30" 5,93+5,93%
30 93,59+11,40%° 1,09+0,023> 99,90+0,12? 100,02 7,55+0,77% 7,03+0,64%° 6,43+0,59%
7,0 50 103,5+10,30% 1,20+0,08% 99,73+0,122 100,0%® 6,31+0,15° 6,54+0,73% 5,42+0,54%
60 99,93+4,80% 1,03+0,06" 99,53+0,122 100,0%® 6,19+0,67®  6,17+0,38%° 5,61+0,05%
30 86,04+6,23% 1,13+0,03%° 99,14+0,64° 100,0*® 8,11+0,25? 6,97+0,35% 6,12+0,46%
7.5 50 112,71+10,72 1,21+0,06% 96,94+2 772 100,0%® 6,38+0,26"° 7,14+0,40? 5,88+0,06™
60 90,85+9,8%" 1,28+0,142 98,86+0,33?% 100,02 6,83+0,78% 6,16+0,38%° 4,82+0,37°

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferencga significativa ao nivel de 5% de significancia entre as médias dos ensaios.

* Nao houve desvio

MMC — Massa molar de corte

A Recuperacio de B-galactosidade

® Fator de purificacdo
¢ Retencao calculada com base na proteina total

® Retencé&o calculada com base na atividade enzimética
€ Fator de concentracao calculada com base no volume

F Fator de concentracao calculado com base na atividade enzimatica

€ Fator de concentracao calculado com base na concentracao total de proteinas
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Com excecdo das membranas de 30, 50 e 60 kDa no pH 6,5, todos os demais
ensaios apresentaram valores de fator de purificacdo superiores a 1 (um). Em relagédo a
recuperacao, os ensaios utilizando a membrana de 50 kDa no pH 7,0 e 7,5 apresentaram as
maiores recuperacdes, superiores a 100%.

Valores de recuperacdo superiores a 100%, como encontrado neste trabalho s&o
explicados pela remocao de metabdlitos durante a purificagdo e que inibem a atividade da
enzima, que quando removidos do meio possibilitam a ativacdo de proteinas inativas na
presenca do inibidor (Cortez et al., 2004; Pan et al., 2001; Porto et al., 2008).

Quanto a retencdo da enzima, € possivel observar que em todos os ensaios a
enzima pbde ser eficazmente retida por meio das membranas testadas, pois apresentaram
100% de retengéo de atividade, ndo sendo encontradas diferengas significativas (p<0,05).
Assim, todas as membranas sao capazes de reter a enzima.

Segundo Zhou & Chen (2001), a enzima pB-galactosidase de Kluyveromyces
apresenta massa molar superior a 100 kDa, favorecendo assim, a retengéo total da enzima
em todas as membranas utilizadas.

Os baixos fatores de purificacdo podem estar relacionados ao fato das proteinas
contaminantes possuirem massa molar semelhante a da enzima de interesse, ou ainda
possuirem massa molar menor, mas serem retidas pela membrana dindmica formada pela
camada de proteinas retidas na superficie da membrana (camada gel) (Ghosh, 2000).

Em relacdo ao fator de concentracao de volume, atividade e proteina, de modo geral,
os ensaios foram semelhantes, alcancando-se valores de até 8,1, 7,1, e 6,7 vezes,
respectivamente. Isto demonstra claramente a eficiéncia do processo para etapas de
concentracdo, e viabiliza sua aplicagdo em etapas iniciais para reducdo de volume de
trabalho, ja que é normalmente um ponto importante a ser considerado em processos de
purificacdo, e também para polimento do material biolégico por diafiltragdo e/ou ultrafiltragdo
(Lima et al., 2008; Moraes, 2006).

Li et al. (2009) avaliaram o desempenho da ultrafitragdo na concentracdo e
purificacdo da enzima protease de um extrato de baco de atum. A ultrafiltracdo alcangou um
fator de concentracdo de volume proximo de 2 (dois) e fator de purificacdo de 2 vezes. Os
autores ressaltaram ainda, problemas com a reducédo do fluxo causado pelo acumulo de
outros materiais na superficie da membrana e pelo blogueio dos poros por outras proteinas,
gue provocou um aumento no processo de mais de 9 horas.

Neste trabalho, o maior fator de concentracéo (8,1 vezes), recuperagédo (112,7%) e
fator de purificagdo (1,2 vezes) ocorreram em pH 7,5, demonstrando vantagens de utilizacdo
em relacdo aos demais valores de pH.

As Figuras 5, 6 e 7 demonstram a variacdo do fluxo de permeado com o tempo nos

pHs 6,5, 7,0 e 7,5, respectivamente.
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Figura 5 — Fluxo de permeado durante o processo de UF em pH 6,5.
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Figura 7 — Fluxo de permeado durante o processo de UF em pH 7,5.

No pH 7,5, assim como no estudo de adsorcao, foi onde ocorreu a menor variagao
do fluxo de permeado em funcdo da massa molar de corte. Em todas as condicbes
estudadas se observou a queda do fluxo de permeado com o tempo de permeacéo, o que €
um comportamento tipico dos fenébmenos de polarizagdo de concentracédo e de incrustacdo
da membrana. Conforme a solugdo vai sendo concentrada, a concentragdo de proteinas na
superficie da membrana aumenta, aumentando a camada polarizada. Dependendo da
situacdo, pode haver a formacdo de uma camada gel, que por sua vez leva a uma maior
queda do fluxo de permeado (Ghosh & Cui, 2000).

O fluxo permeado foi menor em pH 6,5 do que nos demais valores de pH. O fluxo de
permeado médio variou de 12,2 a 7,4 L/m2.h do inicio ao final do processo, com reducéo de
40%, e um tempo maximo de operacao de 2,1 h.

O menor fluxo de permeado neste pH pode ter ocorrido pois em valores de pH acima
ou abaixo do ponto isoelétrico as proteinas podem sofrer aglomeragdo e produzir um
deposito na superficie da membrana, diminuindo sua permeabilidade (Palecek et al., 1993),
além disso pode ocorrer a adsorcao de proteinas contaminantes na superficie da membrana
resultando em uma segunda membrana que altera o funcionamento da membrana original,
como verificado por Saha et al., 2006 e Bullon et al., 2000, nos estudos utilizando gelatinas.

Em pH 7,0 o fluxo médio variou de 19,1 a 12,2 L/m2.h, com reducé@o de 36%, com
tempo maximo de operacdo de 1,5 h. Embora tenha apresentado o maior fluxo inicial,

verificou-se uma reducdo do mesmo ao decorrer do processo de UF de 36%. Em pH 7,5 o
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fluxo médio de permeado variou entre 16,6 a 11,6 L/m2.h, com reducédo de 30%, com um
tempo méximo de operacdo de 1,3 h.

Embora a membrana de 60 kDa tenha apresentado resultados semelhantes as
demais membranas quanto ao fator de purificacdo, esta deve ser analisada e utilizada com
cautela, pois apresentou um tempo maior de operacdo e um fluxo de permeado final, em
geral, inferior (Figuras 5, 6 e 7), quando comparada as outras membranas, prejudicando o
rendimento do processo. Esta queda no rendimento do processo pode levar a um aumento
significativo dos custos de concentracao e purificacdo desta enzima e até mesmo inviabiliza-
la em escala industrial. Este efeito pode ter ocorrido devido & maior incrustacdo da
membrana, pois um didmetro de poros maior favorece a permeacdo de compostos de
tamanho semelhante aos poros da membrana, levando a maior ocorréncia de bloqueio
(entupimento) dos poros.

Os resultados obtidos com as membranas de 30, 50 e 60 kDa nos trés valores de pH
estudados (6,5, 7,0 e 7,5) de modo geral, foram semelhantes, fornecendo assim uma gama
de aplicacdo para as membranas. Esses dados indicam que as condi¢fes descritas na
Tabela 1, referentes aos valores de pH e massa molar de corte das membranas, podem ser
utilizadas em qualquer parte de uma futura estratégia de purificagdo desta enzima, pois nao
sofreram grandes variagbes dos parametros analisados. Assim, a utilizagdo das diferentes
membranas e pH ficara a cargo das condi¢cées de cada etapa empregada no processo de
purificacdo, 0 que a torna uma técnica promissora tanto para concentragcao, quanto como

para etapa de diafiltracdo (remocao de sais).

3.2.2. Estudo da presséo de operacéo na ultrafiltracéo

Apos a escolha da membrana de 50 kDa e pH 7,5, como sendo as condi¢des que
numericamente apresentaram melhores resultados, em termos de recuperacéo, fator de
concentracdo de atividade e purificagdo, optou-se por estabelecer a melhor pressédo de
operacdo até o momento definida como 1,5 kgf/cm?, pois como os poros das membranas de
UF sdo menores, em relagdo aos outros processos de separacdo por membrana, é
necessaria uma for¢ca motriz maior para obter vazdes elevadas o suficiente para que o
processo possa ser utilizado industrialmente (Habert et al., 2006). No entanto, um aumento
da pressdo de operacdo, também leva a um aumento da camada polarizada, que reduz o
fluxo de permeado. Para pressfes acima de certo limite, o fluxo de permeado torna-se
independente da pressao de operacdo e o fluxo obtido é denominado fluxo limite (Song,
1998; Tang & Leckie, 2007). Recomenda-se, portanto, operar 0 sistema abaixo de uma
pressdo, acima da qual o fluxo de permeado ndo aumente mais linearmente com esta.

Nesse ponto, o fluxo de permeado € denominado de fluxo critico (Bacchin et al., 1995).
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Foram conduzidos ensaios em pressdes de 2,0 e 2,5 kgf/cm?, respeitando a pressao
méxima de operacao da célula de ultrafiltragéo.

A Figura 8 mostra que embora inicialmente a operagdo a pressdes mais elevadas
tenha apresentado um fluxo de permeado inicial maior do que os sistemas operados em
pressfes mais baixas, a polarizacdo de concentracdo e incrustagdo também sao maiores.
J& nos sistemas operados em pressoées inferiores esta concentracdo ocorre de forma mais
gradativa, ocasionando uma queda muito menor do fluxo e permeado, e consequente

diminuicdo do tempo de operacéo, levando a melhor rendimento do processo.
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Figura 8 — Fluxo de permeado na UF utilizando membrana de 50 kDa, pH 7,5 em pressfes
de 1,5, 2,0 e 2,5 kgf/cmz.

Comparando-se o fluxo inicial com o fluxo final do processo nas pressoées de 1,5, 2,0
e 2,5 kgf/cm?, pode-se verificar que a queda de fluxo foi de 2,9, 6,3 e 10,6 L/m2.h,
respectivamente. ISto mostra que o aumento da pressdo ocasiona uma reducao expressiva
no fluxo de permeado durante o processo. O sistema operado a 1,5 kgf/cm2 foi o que
apresentou a menor diminuicdo do fluxo permeado em relagdo ao inicial, mantendo-se
praticamente constante ao longo do processo.

Sistemas operados em pressfes superiores a 1,5 kgf/cm?2, conduziram a reducéo da
recuperacao e do fator de purificacdo da enzima (Tabela 2).

Segundo Mierzwa (2008) e Habert et al. (2006), a reducédo do fluxo de permeado

pode ser ocasionada por alguns fatores, entre eles estéo:
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(i) deformacdo mecanica, o qual é funcdo do valor de pressdo aplicada e das
caracteristicas estruturais da membrana, incluindo o tipo de polimero utilizado;

(if) inchamento da matriz devido a interac¢des fisico-quimicas com solvente ou pela
presenca de impureza no solvente, que pode provocar entupimento dos poros, também
conhecido como fouling, que sdo caracterizadas pela adsorcdo ou depdsito de materiais
provenientes do meio de alimentacao (Figura 9), levando também a perda de eficiéncia de
separacao e mudanca na difusdo da solucéo e

(iii) aumento da concentracdo do soluto na superficie da membrana, conhecido como
polarizacdo de concentragdo que também €& capaz de ocasionar a queda do fluxo de

permeado.

Figura 9 — Formagéo do fouling na membrana: fendbmeno que ocasiona redugéo do

fluxo de permeado.

Os fenbmenos citados anteriormente diminuem a produtividade do processo e
elevam os custos operacionais em funcdo de danos permanentes causados a membrana,
formacéo de depositos de dificil remocéo e da necessidade de limpezas frequentes. Estes
fendbmenos podem ser controlados através do ajuste dos parametros operacionais, alteracéo
no design das membranas e empregos de pré-tratamentos (precipitagédo, centrifugacao, etc)
(Pereira, 2009).
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Tabela 2 — Efeito da pressédo na concentracao e purificagdo da enzima B-galactosidase utilizando membrana de 50 kDa, pH 7,5.

Pressao

, RP (%)" FP® Ry, (%)° Ra (%)° Fc (V)F Fc (A)F Fc (P)°
(kgflcm®)
1,5 112,18+10,71° 1,21+0,05% 96,9+2,76° 100,0* 6,38+0,25° 7,14+0,40° 5,880,06°
2,0 88,06+3,79" 1,08+0,01%° 99,62+0,75° 100,0* 7,5420,14% 6,64+0,41° 6,11+0,35°
2,5 95,51+3,25% 0,94+0,10° 99,11+0,72° 100,0* 6,55+0,15° 6,25+0,35° 6,66x0,32°

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia entre as médias dos ensaios.

* Nao houve desvio

A Recuperacio de B-galactosidade

® Fator de purificagéo

c Retencéo calculada com base na proteina total

X Retencéo calculada com base na atividade enzimatica

£ Fator de concentracao calculada com base no volume

F Fator de concentragéo calculado com base na atividade enzimatica

€ Fator de concentracao calculado com base na concentragéo total de proteina
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No caso de sistemas operados a pressdo constante, como utilizado aqui, estes
fendbmenos ocorrem devido a deposi¢éo de sustancias inorganicas e organicas na superficie
da membrana. Na prética, este deposito representa uma segunda membrana sobre o
polimero desta, 0 que reduz a sua permeabilidade e modifica as suas propriedades.

Por menor que seja a ocorréncia destes fenbmenos, eles sdo inevitaveis e
prejudicam o desempenho da membrana, podendo alterar o fluxo de permeado e viabilidade
do processo.

De acordo com Leberknight et al. (2011) quanto maior a pressao trans-membrana
utilizada no processo, maior a formacdo da camada secundaria sobre a membrana,
reduzindo assim, a capacidade de permeacédo de proteinas.

Segundo Van-de-Ven et al. (2008), a diminuicdo da resisténcia com o aumento da
press@o geralmente ndo é observada em experimentos de filtracdo. Em geral, a tendéncia
oposta é verdade, o aumento da presséo leva ao acumulo e compactagdo de uma camada
de materiais celulares, além das incrustacdes, tornando-o menos permeavel no decorrer do
processo.

O controle desses efeitos negativos no processo de ultrafiltracdo, segundo Jonsson
& Jonsson (1995), pode ser feito através do aumento da agitacdo ou da diminuicdo da
presséo, ou, ainda, pela utilizagdo de membranas fabricadas com outros materiais capazes
de ndo permitir a adsorcéo de solutos em sua estrutura.

A polarizacdo de concentracdo e acumulo de impurezas sobre a membrana, pode
ser identificada segundo Bai & Leow (2002), pela reducéo do fluxo de permeado no decorrer
do processo, consequéncia do aumento da resisténcia e bloqueio dos poros.

Assim, neste trabalho os melhores resultados foram obtidos em sistemas operados
em pressédo de 1,5 kgf/cm2. Conforme comentado anteriormente, o fato de se trabalhar em
pressdes reduzidas e, portanto, com fluxos menores, pode parecer uma incoeréncia. No
entanto, os resultados mostraram que em condicdes menos polarizadas a incrustagdo €
bem menor e o fluxo de permeado cai menos ao longo do processo, o qual é fungéo do valor

de pressdao aplicada e das caracteristicas estruturais da membrana.

3.2.3. Estudo dainfluéncia da forca iénica nha concentracdo e purificagcdo da enzima

A adicao de cloreto de sodio e cloreto de potdssio no extrato enzimético durante o
processo de ultrafiltracdo tem sido reportada em alguns trabalhos com o objetivo de verificar
se a modificacdo da forca ibnica pode atuar com efeito protetor na bioparticula, e na

permeabilidade e biosseparacéo de alguns compostos.
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No presente estudo, os sais adicionados ao extrato enzimético, cloreto de sddio e
cloreto de potassio, ocasionaram um baixo fator de purificacao e recuperacgéo (Tabela 3). O
contato prolongado da enzima com os sais pode ter provocado desnaturacdo enzimética,
além disso, podem ter ocorrido alteracdes na estrutura das moléculas e nas interacdes
eletrostéticas entre as proteinas, ocasionando uma aglomeracao proteica e consequente
deposicéo e adsorcdo na superficie da membrana, conforme observado por Kelly & Zydney,
1997 e Palecek et al., 1993.

Em relacdo a retencdo de atividade e proteina, ndo houve mudanca quando
comparado ao ensaio controle. A adicdo de sal no extrato ndo provocou a migracdo da
enzima, nem o aumento da migracdo de proteinas contaminantes para o permeado. Bech et
al. (2008), Lin et al. (2008) e Teng et al. (2006) estudaram a adi¢cdo de NaCl em albumina
de soro bovino, lisozima e hemoglobina. Estes autores verificaram que a adicdo de NacCl
pode ter reduzido o tamanho das proteinas, através da compactacdo da dupla camada
elétrica, aumentado assim, sua permeacdo na membrana. Porém, tal efeito ndo foi
observado neste trabalho.

Os resultados demonstram ainda que o fator de purificacéo e recuperacéo da enzima
diminuiram quando a concentracdo de cloreto de so6dio e cloreto de potassio foi
incrementada de 0,01 M para 0,1 M.

Athés & Combes (1998) avaliaram a adi¢do de KCI, NaCl, KBr e NaBr como agentes
protetores da deshaturacdo por altas pressfes em uma solucdo purificada da enzima
comercial B-galactosidase de Kluyveromyces lactis Maxilact LX-5000. O KCI e NacCl
apresentaram bons efeitos protetores, enquanto NaBr e KBr, apresentaram menor eficiéncia
de protecao. Qualquer concentracao de NaBr, KBr, assim como NaCl até 2 M apresentaram
um efeito desnaturante da enzima, enquanto KCl apresentou um efeito estabilizante,
elevando a meia vida da enzima cerca de 20 vezes em solu¢cdo com concentracédo até 2 M e
cerca de 60 vezes em solu¢cdo com concentragéo até 3 M.

Becht et al. (2008) estudaram o efeito de fosfato de potassio (20 mM — 100 mM) no
aumento da forga ibnica para retencdo de albumina de soro bovino (BSA) e lisozima,
utilizando ultrafiltragdo. Para BSA o aumento da forca ibnica promoveu um incremento na
retencdo desta proteina, indicado pela diminuicdo desta no permeado. Ja para lisozima, a
retencdo maior foi encontrada em menor forga ibnica (20 mM). Isto mostra que, o efeito
positivo ou negativo dos sais é dependente da concentragdo utilizada, e principalmente das
caracteristicas e propriedades das proteinas estudadas.

Neste trabalho a adicdo dos sais NaCl e KCI ndo apresentou efeito positivo quando
comparado ao ensaio controle (sem adicdo de sal), reduzindo a atividade, pureza e
recuperacao da enzima. Além disso, seria necessario uma etapa adicional para remocao do

sal.
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Tabela 3 - Influéncia da forga ibnica na concentracéo e purificagdo da enzima (-galactosidase utilizando membrana de 50 kDa, pH 7,5 e

presséo de 1,5 kgf/cm2.

Sal Concentracdo (mol.L™Y) Rec (%)" FP® R, (%)° Ra (%)° Fc (V)F Fc (A)F Fc (P)°®
Controle - 112,71+10,71* 1,21+0,06° 96,94+2,77*  100,0*  6,38+0,26°  7,14+0,40° 5,88+0,06°
0,01 92,4+4,1° 0,9+0,05" 99,6+0,9° 100,0* 5,0+0,4" 4,6x0,7" 4,8+0,4"
KCI 0,05 88,3+7,3" 0,8+0,1° 97,8+2,3° 100,0* 5,1+0,6% 5,9+0,1%° 5,9+0,2°
0,1 73,9+4,7% 0,7+0,09" 99,6+0,7° 100,0* 4,4%0,1° 3,3+0,6% 4,1%0,5°
0,01 85,9+3,9" 0,8+0,07° 99,3+1,2° 100,0* 5,0+0,6" 4,3+0,4% 5,1+0,2%°
NaCl 0,05 63,7+6,1° 0,7+0,1° 99,0+0,8° 100,0** 5,0+0,3" 3,2+0,7¢ 4,8+0,3"
0,1 60,2+5,7¢ 0,7+0,06" 99,5+1,9° 100,0* 5,7+0,8% 3,4+0,3% 4,6%0,4™

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo héa diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia entre as médias dos ensaios.

* Nao houve desvio

A Recuperacio de B-galactosidade

® Fator de purificacdo

¢ Retencao calculada com base na proteina total

P Retencé&o calculada com base na atividade enzimética

£ Fator de concentracao calculada com base no volume

F Fator de concentracao calculado com base na atividade enzimética

€ Fator de concentracao calculado com base na concentragéo total de proteina
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4. CONCLUSAO

Com a utilizacdo da técnica de ultrafiltragdo foi possivel concentrar o extrato
enzimatico em até 8,1 vezes, indicando sua viabilidade para reducao de volume inicial
de trabalho para as etapas de purificagao.

Mesmo com os baixos valores no fator de purificacdo (1,2), esta técnica
apresenta grande potencial, pois conseguiu atingir elevados valores de recuperacéo
da enzima, em torno de 112,7% devido a possivel remocao de inibidores do meio.

Os processos operados em menores pressoes apresentaram melhores
resultados em relacdo a recuperacao e purificagcdo da enzima, ocasionado pela menor
reducéo do fluxo do permeado ao longo do processo.

O aumento da forga ibnica durante a UF, com a utilizag&o de cloreto de sédio e
cloreto de potéssio, ndo foi efetivo para melhorar a purificacdo e concentracdo da
enzima. Desta forma, a utilizagdo destes pode ser descartada do processo, pois
representaria uma etapa adicional para sua remocao.

A UF forneceu uma gama de aplicagdes para as diferentes membranas em
diferentes valores de pH, que futuramente podem ser aplicadas em diferentes etapas

de uma estratégia de purificacao.
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PURIFICAGAO DE B-GALACTOSIDASE: DESIGN DO PROCESSO

RESUMO

A enzima B-galactosidase (E.C 3.2.1.23) tem sido utilizada na industria para melhoria
das caracteristicas tecnoldgicas e sensorias de produtos, principalmente aqueles
destinados a pessoas intolerantes a lactose. Para utilizacdo efetiva desta enzima é
necessaria uma série de etapas em uma sequéncia que conduza a obtengcdo do
produto com alto fator de purificacdo e recuperacdo. Este trabalho teve como objetivo
estabelecer o design do processo de purificacdo da enzima B-galactosidase avaliando
0 uso das técnicas de precipitacdo com sulfato de aménio, cromatografia de troca
idnica, ultrafiltracdo, diafiltragdo e sistema aquoso bifasico em diferentes sequéncias.
O design que apresentou o melhor fator de purificacdo global foi a sequéncia formada
pelo sistema aquoso bifasico, diafiltragdo, cromatografia de troca ibnica e ultrafiltragéo,
com fator de purificacédo global de 10,8 vezes e uma recuperacéo global de 41,3%. Foi
possivel estabelecer um design para purificacdo da enzima -galactosidase passivel
de ampliag&o de escala (scale up).

Palavras-chave: sistema aquoso bifasico, cromatografia de troca i6nica, precipitagéo
com sulfato de aménio, ultrafiltracao.

B-GALACTOSIDASE PURIFICATION: DESIGN PROCESS

ABSTRACT

The B-galactosidase enzyme (EC3.2.1.23) has been industrially used for improving the
technological and sensory products characteristics, especially those targeted at people
that suffer from lactose intolerance. In order to use effectively this enzyme are needed
a series of steps is needed in a sequence that leads to obtaining of the product with a
high purification factor and recovery. This study aimed to establish the purification
design process of the enzyme B-galactosidase evaluating the use techniques as
ammonium sulfate precipitation, ion exchange chromatography, ultrafiltration,
diafiltration and aqueous two-phase system in different sequences. The design that
showed the best overall purification factor was the sequence formed by aqueous two-
phase system, diafiltration, ion exchange chromatography and ultrafiltration, with
overall purification factor of 10.8 fold and an overall recovery o f 41.3%. It was possible
to establish a design to the enzyme B-galactosidase purification with the excellent
possibility of scale up.

Keywords: aqueous two-phase system, ion exchange chromatography, precipitation
with ammonium sulfate, ultrafiltration.
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1. INTRODUGAO

A B-galactosidase (E.C 3.2.1.23) € uma enzima que catalisa a hidrolise da
lactose em glicose e galactose, e tem potencial importancia na redugédo do teor de
lactose em produtos lacteos (Gekas & Lopez-Leiva, 1985). A aplicacdo desta enzima
torna possivel o consumo de alimentos contendo lactose por pessoas intolerantes a
este carboidrato, além disso, contribui com a melhoria das caracteristicas tecnologicas
e sensoriais dos alimentos e na formacgéo de galactooligosacarideos (Mahoney, 1998;
Santos et al., 1998).

O aumento da demanda industrial pela enzima (-galactosidase implica na
necessidade de métodos de producdo que assegurem a viabilidade econémica da
hidrolise de lactose em escala comercial. Portanto, tornam-se fundamentais estudos
gue contemplem a etapa de purificacdo da enzima, de modo a maximizar a pureza do
processo com menores prejuizos no rendimento (Nor et al., 2001).

O grande desafio dos processos de purificagdo de proteinas € a adequacéo da
melhor técnica ao processo e a transferéncia da metodologia para a escala de
producao, garantindo que o produto final tenha todas as caracteristicas para seu uso
em humanos, para diagndstico ou uso veterinario (Ho et al., 2002).

A purificagcdo de enzimas requer uma série de etapas, que conduza a obtengéo
de produtos com especificacdes desejadas. A selecdo destes passos € denominada
como design do processo (Wheelwright, 1987). Um design de processo de purificacdo
€ uma série de etapas de separacdes, que deve conduzir a um produto com alto fator
de purificagéo e recuperacéo (Wheelwright, 1989).

O esquema ideal de purificacdo vai depender ndo s6 das caracteristicas da
proteina de interesse, mas também das caracteristicas dos contaminantes presentes
no extrato bruto.

Diversas técnicas podem ser utilizadas na composicao do design de purificacéo
de uma enzima. Dentre elas, destacam-se aquelas que apresentam facilidade de
aplicacdo e ampliacdo de escala, menores custos e tempo reduzido de operacao.

Este trabalho teve como objetivo estabelecer o design do processo de
purificacdo da enzima (-galactosidase e incrementar a pureza e a recuperagdo na
sequéncia estabelecida, utilizando as técnicas de precipitacdo com sulfato de amonio,

cromatografia de troca idnica, ultrafiltracdo, diafiltracdo e sistema aquoso bifasico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi a levedura Kluyveromyces marxianus CCT
7082, gentiimente cedido pelo Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da
FEA/UNICAMP, e selecionado por Manera et al. (2008) como produtor da enzima
B-galactosidase. A cepa foi mantida a 4°C em tubos inclinados, contendo agar YM
(4gar extrato de malte e levedura), composto por (g.L™): extrato de malte (3,0), extrato
de levedura (3,0), peptona (5,0), glicose (10,0) e &gar (20,0).

2.2. Preparo do in6culo

O ind6culo foi preparado em frascos de erlenmeyers de 500 mL contendo 150
mL do meio de cultura composto por (g.L™): extrato de levedura (1,0), (NH,),SO. (1,2),
KH,PO, (5,0), MgS0O,.7H,0 (0,4) e lactose (10,0), em tampao fosfato de potassio 0,2
M pH 5,5 (Pinheiro et al., 2003). O meio de cultura foi previamente esterilizado em
autoclave a 121°C por 20 min, exceto a lactose. A lactose foi esterilizada por filtracdo
em membrana de ésteres de celulose de 47 mm de diametro e 0,22 ym de diametro
de poros. Apls a esterilizacdo, o meio foi resfriado a temperatura ambiente para
adicdo da lactose esterilizada por filtragdo e em seguida realizou-se a inoculagéo da

levedura. As condi¢des de cultivo foram 30°C, 180 rpm por 24 h (Manera et al., 2008).

2.3. Cultivo submerso

Apbs o crescimento do inéculo, este foi adicionado ao meio de cultivo em uma
relagcdo 10% (v/v). Os cultivos foram realizados em meio composto por (g.L™): extrato
de levedura (17,0), (NH,4).SO, (8,8), KH,PO, (5,0), MgS0,.7H,0 (0,4) e lactose (28,2),
em tampao fosfato de potassio 0,2 M pH 6,0. A lactose e 0 meio de cultivo foram
esterilizados como descrito no item 2.2. O cultivo foi realizado em agitador rotatério a
30°C, 180 rpm por 96 h (Manera et al., 2008).

2.4. Extragdo da enzima
A enzima foi extraida em agitador tipo vortex utilizando pérolas de vidro. Para

isso, foram adicionadas 1,1 g de pérolas de vidro com diametro entre 0,6 e 0,8 mm

para cada mililitro de suspensdo celular. A suspenséo foi agitada por 40 min, com
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intervalos de 2 min de repouso em banho de gelo, obtendo-se o extrato bruto com
células. Para obtencdo do extrato bruto clarificado, a suspensdo celular foi
centrifugada sob refrigeracdo (4700xg, 4°C, 10 min). Um mililitro de célula em
suspenséo foi obtido por ressuspensao de células, equivalente a 40 mg de célula
seca, em tampdao fosfato de potassio 50 mM pH 6,6 para obter um volume final de
1 mL (Medeiros et al., 2008).

2.5. Estudo do design de purificagdo da enzima B-galactosidase

O estabelecimento dos diferentes designs para purificacdo da enzima -
galactosidase de Kluyveromyces marxianus constituiram da utilizagdo das técnicas de
precipitacdo com sulfato de amoénio, cromatografia de troca ibnica, ultrafiltracdo,
diafiltracéo e sistema aquoso bifasico em diferentes sequéncias (Figura 1), onde foram
avaliados o fator de purificagéo e a recuperacdo da enzima apés cada etapa e ao final

do processo.

2.5.1. Precipitagdo com sulfato de amonio

A precipitacdo da enzima foi realizada pela adicdo de sulfato de amoénio a
amostra numa concentragdo de saturacdo equivalente a 70%. A adicdo ocorreu sob
constante agitacdo nos 30 min iniciais a 4°C, seguido de repouso por 14 h (over night).
Apos este periodo, a amostra foi centrifugada sob refrigeracao (4700xg, 4°C, por 10
min) e o precipitado ressuspendido em tampéo fosfato de potassio 50 mM (KH,PO,)
com cloreto de manganés (MnCl,.4H,0) 0,1 mM pH 6,6 em uma relagdo volume de
ressuspensado/volume inicial de 0,6 (Grunennvaldt et al., 2006).

2.5.2. Cromatografia de troca idnica

A cromatografia de troca idnica foi realizada em uma coluna C10/20
GEHelthcare contendo resina aniénica Q Sepharose Fast Flow™. A coluna
encamisada foi acoplada a um banho de recirculacdo externo, de modo a manter o
sistema refrigerado. A resina foi previamente equilibrada com tampéo fosfato de
potassio 25 mM pH 7,5, e a coluna de troca ibnica alimentada com extrato enzimético
através de bomba peristaltica. O sistema foi operado nas seguintes condigcdes:
velocidade de alimentacéo de 20 cm.h?, 10°C, e pH 7,5 (Medeiros, 2008); lavagem:

tampdao fosfato de potassio 25 mM, pH 6,5; pré-eluicdo: tampé&o cloreto de potassio
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0,1 M, pH 6,5; eluicao: cloreto de potassio pH 6,5, gradiente salino 0,1 — 1 M e volume
do gradiente salino de trinta vezes o volume do leito (Medeiros, 2008).

Na etapa de eluicdo as fracbes mais concentradas enzimaticamente foram
analisadas quanto a proteina total. Determinadas as frag6es mais purificadas, estas
foram reunidas e utilizadas nas etapas subsequentes do processo.

2.5.3. Ultrafiltracao

Os ensaios de ultrafiltragéo, foram realizados em uma unidade de bancada tipo
dead-end, de volume util de 200 mL, agitada por uma barra magnética suspensa a 5
mm da superficie da membrana, para simulagédo do escoamento em fluxo cruzado. Foi
utiizado membrana com massa molar de corte (MWCO) de 50 kDa (Milipore
Polyethersulfone PBQK 15005), pressdo de operacdo de 1,5 kgflcm?, em pH
adequado a cada etapa da sequéncia de purificagdo. O sistema foi operado a 4°C para
minimizar perdas por desnaturacdo, agitagdo média e constante. A atividade
enzimatica e o teor de proteina total na alimentagéo, no retido e no permeado foram
guantificados apds cada ensaio de permeacéo, para obtencéo do fator de purificagéo e

recuperacao da enzima.

2.5.4. Diafiltracéo

A diafiltracao utilizou o mesmo sistema da ultrafiltracao, porém a retirada dos
sais presentes no extrato foi realizada pela passagem de tampéao fosfato de potassio
(KH,PO,4) 0,05M, através da membrana (50 kDa), no pH adequado em cada design. A
completa remogéo do sal, no caso do sulfato de amonio, foi acompanhada pelo
gotejamento do reagente de Nessler no tampao, até o reagente nao indicar coloracao,
demonstrando o término da diafiltracdo (Kuhn et al., 2006). Para os demais sais,
cloreto de sodio e potéssio, foi considerado o mesmo diavolume necessario para

remocao do sulfato de amonio.

2.5.5. Sistema aquoso bifasico

O sistema aquoso bifasico composto por polietilenoglicol (PEG) e fosfato de
potassio utilizado nos designs, foi constituido de 14% de PEG de massa molar 4000 e
15% de tampdao fosfato de potassio (40% (m/m)), em pH 7,0. Esta condicao otimizada
foi estabelecida em trabalhos anteriores. Os sistemas foram formados em tubos

graduados de centrifuga, através da adicdo de quantidades apropriadas de PEG na
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massa molar estabelecida, tampao fosfato de potassio no pH desejado e agua. O
conteudo dos tubos foi homogeneizado mecanicamente em voOrtex para completa
dissolugdo do polimero. O sistema foi mantido a 4°C e 20% (m/m) de extrato
enzimatico de B-galactosidase em pH 7,0 foi adicionado. O sistema foi homogeneizado
em agitador tipo vortex (Phoenix - Araraquara, Sao Paulo, Brasil) e centrifugado por 10
min, a 4700xg e 4°C. Os volumes das fases foram medidos e as fases de topo e fundo
foram separadas e analisadas em termos de atividade enzimética e proteina total.
Para verificar a interferéncia dos componentes (PEG/fosfato de potassio) nas analises
realizadas, sistemas controles foram formados, onde a enzima foi substituida por agua

destilada.
2.6. Fator de purificacéo

O fator de purificagdo (FP) foi calculado através da Equacédo 1 (Porto et al.,
2008), sendo utilizado como uma medida para acompanhar as operagdes de
purificacdo. E definido como a relacdo entre a atividade especifica da B-galactosidase
apo6s uma etapa de purificacdo e a atividade especifica de entrada (a partir do extrato

aquoso de enzima ou de uma etapa de purificagdo anterior).

_ atividade especificadafragaopurificada
atividade especfficade entrada

FP 1)

2.7. Recuperagao de -galactosidase

A recuperacdo (RP) da B-galactosidase foi calculada através da Equacgéo 2
(Porto et al., 2008), e é definida como a relagéo da atividade total da enzima coletada
em uma fase aquosa ap0s o processo de purificacdo e a atividade enzimética total

adicionada ao sistema.

_Atividade daenzima purificadax Volume purificado
Atividade do extratoenzimatico x Volume alim entado

x100 2
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* Os designs 4 e 5 apresentam a mesma sequéncia de técnicas, porém uma menor variacdo de pH entre as técnicas foi utilizada no ultimo.

Figura 1 — Diagrama esquematico dos designs estudados (1, 2, 3, 4 e 5) para purificacdo da enzima 3-galactosidase utilizando diferentes
passos (A, B, C e D).
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2.8. Métodos analiticos

2.8.1. Determinacdo de biomassa

A concentracdo celular foi estimada por leitura da absorbancia a 620 nm, e
convertida para massa de célula seca através de uma curva padrdo (Numanoglu &
Sungur, 2004).

2.8.2. Determinagéo da atividade enzimética

A atividade enzimética foi determinada usando como substrato o-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (ONPG, Aldrich) de acordo com Inchaurrondo et al. (1994). Uma
unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 ymol de o-nitrofenol por minuto, a 37°C e pH 6,6.

2.8.3. Determinacgao da proteina

A determinagdo da proteina foi realizada segundo metodologia de Bradford

(1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como proteina padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A ampla gama de caracteristicas das proteinas presentes no extrato enzimatico
fornecem muitas opcdes para as etapas de purificacdo, assim, estas foram utilizadas
de forma a alcancar bons resultados durante a tentativa de purificar a enzima
B-galactosidase. A purificacdo do extrato enzimatico bruto envolveu as etapas de
precipitacdo com sulfato de amonio, diafiltragdo, cromatografia de troca idnica,
ultrafiltracédo e sistema aquoso bifasico em diferentes sequéncias, como demonstrado
na Figura 1.

A Tabela 1 mostra os resultados de fator de purificac@o e recuperacdo em cada
uma das etapas dos diferentes designs, assim como, o fator de purificacdo e a
recuperacao global da enzima ao final das sequéncias.

Nas sequéncias propostas em que havia a utilizacdo de sal no processo de
purificacdo, a etapa de diafiltracéo foi inserida para remocéo do sal (sulfato de aménio,
cloreto de potassio e fosfato de potassio), uma vez que a alta concentracdo deste

composto pode desnaturar a enzima e interferir nas etapas seguintes de purificagéo.
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Tabela 1 — Avaliacdo do fator de purificacdo e recuperacdao em cada design estudado

para a enzima [3-galactosidase.

Designs Fator de purificacdo (FP) % Recuperacao (RP)
A B C B+C D E Global A B C B+C D E Global
1 1 141216 - - 16 100 94,8 853 80,8 - - 80,8
2 1 48 10 47 - - 47 100 64,0 934 59,7 - - 448
3 1 16 10 16 44 1,1 7,2 100 915 924 84,5 49,2 90,1 285
4 1 2311 20 38 1,1 49 100 134,7 89,2 120,1 50,1 91,8 30,8
5 1 18 1,1 20 46 1,1 10,8 100 115,3 98,3 113,3 54,2 94,7 41,3

As etapas empregadas nos designs como a ultrafiltracdo, precipitacdo e
diafiltracdo, apresentaram resultados indicando seu uso apenas para remocao de sal e
concentragdo da enzima. O maior incremento no fator de purificagéo (FP) da enzima
ocorreu nos designs formados por duas etapas de purificacdo, utilizando a
cromatografia de troca ibnica e/ou sistema aquoso bifasico. Se por um lado tais etapas
propiciaram 0s maiores fatores de purificacdo, por outro representam as maiores
perdas em relagé@o a recuperacao enzimatica, principalmente a de maior resolucdo que
€ a troca ibnica. O maior nimero de etapas no design provoca perdas muito maiores,
tanto no volume em transito no processo, quanto na atividade enzimatica durante as
operacdes.

Embora a utilizagdo da técnica de precipitacdo com sulfato de amonio tenha
apresentado alta recuperagéo, sempre superior a 90%, a purificagdo foi muito baixa, o
que pode ser explicado pela retirada de apenas alguns contaminantes durante o
fracionamento. A utilizacdo do sulfato de amonio em elevadas concentracdes altera as
caracteristicas estruturais das proteinas presentes no extrato enzimatico e reduz a
disponibilidade da agua devido a hidratacao dos ions fazendo com que estas percam a
capacidade de se tornarem sollveis e desta forma, as proteinas precipitam. Ainda que
seja uma técnica de facil ampliacdo de escala e com custos aceitaveis para grandes
volumes, é uma técnica mais de concentracao do que propriamente de purificacado.

A cromatografia de troca idnica foi a técnica que apresentou o maior fator de
purificagdo. A razdo para o melhor desempenho esta relacionada com o seu alto poder
de resolucao e seletividade, baseado na separacédo das biomoléculas de acordo com
suas cargas (Pessoa-Jr. & Kilikian, 2005).

A reducao da perda da molécula alvo no processo de purificacdo é fundamental
para garantir a viabilidade do processo, porém esta deve estar sempre associada a um

elevado fator de purificagéo.
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Levando-se em consideracdo a recuperacao global das sequéncias avaliadas,
o design 1 foi 0 que apresentou a maior recuperagcdo global, porém, esta alta
recuperacao € justificada pela utilizacdo de apenas um método de purificagdo, que
diminui as perdas durante a purificacdo. Mesmo apresentando a maior recuperacéo, o
design 1 ndo mostrou-se eficiente, uma vez que ndo houve um incremento significativo
na purificacdo ao final da sequéncia.

Comparando-se o sistema aquoso bifasico (design 4 ou 5) com a precipitacdo
com sulfato de amobnio (design 1 ou 3), como etapas iniciais nos processos de
purificacdo, o primeiro torna-se muito mais interessante sob trés pontos de vista: (i)
apresenta um maior fator de purificacdo e visivelmente uma elevada recuperacao,
resultante da remocdo de metabdlitos que inibem a atividade enzimatica; (ii) tempo
reduzido de processo, 0 que pode viabilizar a utilizacdo desta etapa no processo de
purificagdo, e (iii) pelo extrato enzimético purificado apresentar-se muito mais
clarificado — livre de células e outros materiais biolégicos — 0 que torna as etapas
posteriores de diafiltracdo e ultrafiltracdo muito mais eficientes pela maior
permeabilidade nas membranas, resultante da reducdo de células e aglomerados
protéicos.

Os designs 4 e 5 foram realizados utilizando-se a mesma sequéncia de
técnicas de purificacdo, porém, com menor troca de pH entre as etapas. No design 5 a
diafiltracéo para retirada do sal apés os processos de purificacdo, foi realizada no pH
de saida de cada etapa, ja no design 4, foi realizada sempre no pH de estabilidade da
enzima (pH 6,6). Este ajuste no processo ocasionou um aumento em torno de 42% na
recuperacao da enzima e um incremento de 220,4% no fator de purificag&o.

E importante salientar que, todos os processos utilizados neste trabalho, sejam
para purificacdo, concentracdo, ou até mesmo para polimento do material bioldgico
séo passiveis de aumento de escala, permitindo a transicdo de um volume de extrato
enzimatico menor, para um volume bem superior.

Segundo Wheelwright (1989), o processo de purificacdo ideal deve fornecer um
produto de alta qualidade, em termos de pureza e menor custo. A determinacdo de
uma sequéncia de etapas de um processo integrado deve assegurar sua viabilidade
de aplicagdo, e principalmente, permitir a purificacdo de proteinas em larga escala.

Segundo Moraes (2006), em um processo de purificagdo o importante € utilizar
diferentes métodos que se baseiam em propriedades fisicas diferentes de separacéo,
pois a cada etapa de separacdo deve-se tentar obter o0 maximo de recuperacao

possivel.
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Com base nos resultados expostos anteriormente, pode-se dizer que o design
5 foi 0 que proporcionou os melhores resultados, pois apresentou o maior fator de
purificacdo (10,8 vezes) e uma recuperacédo global de 41,32%.

Moraes & Kalil (2009) estudaram o design para purificacdo de ficocianina de
Spirulina platensis utilizando as técnicas de precipitacdo com sulfato de aménio,
didlise, cromatografia de troca ibnica e permeacdo em gel, em quatro diferentes
sequéncias. O processo que demonstrou os melhores resultados foi 0 que se utilizou
primeiramente precipitacdo com sulfato de aménio e dialise, seguido de cromatografia
de troca ibnica. O produto obtido ao final da sequéncia apresentou um fator de
purificacdo de 6,3 vezes e uma recuperacao de 44%.

Alcantara et al., (2006) utilizou as técnicas de precipitagdo com sulfato de
amonio, cromatografia de troca ibnica, dialise, centrifugacdo e permeacdo em gel para
purificar B-galactosidase de cotilédones de Hymenaea courbaril L. Nesta sequéncia
obteve um fator de purificacdo de 13,5 vezes, porém com uma recuperacao
extremamente inferior, somente 0,63%.

Outros trabalhos referentes a obtencdo de designs para purificacdo de
proteinas, e principalmente para a enzima [-galactosidase ndo sdo encontrados na
literatura. Desta forma, esse trabalho apresenta grande relevancia pela contribuicdo na
obtencdo de um design para purificacdo desta enzima, passivel de ampliacdo de

escala (“scale up’).

4. CONCLUSAO

As etapas de diafiltragdo, ultrafiltragdo e precipitacdo ndo propiciaram um
grande incremento no fator de purificacdo da enzima, porém, mostraram-se viaveis na
remocao de sal presente no extrato enzimatico e na concentracdo da enzima.

O sistema aquoso bifasico apresentou vantagens para aplicagbes em etapas
iniciais, pela remocéao elevada de células e contaminantes.

O design que apresentou o melhor fator de purificacdo global foi a sequéncia
de numero 5, formada pelo sistema aquoso bifasico, diafiltracdo, cromatografia de
troca idnica e diafiltrag&o/ultrafiltracdo, fornecendo um fator de purificacdo global de

10,8 vezes e uma recuperacao global de 41,3%.
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4. CONCLUSAO GERAL

As condicbes otimizadas para a purificacdo e recuperacao da enzima utilizando
sistema aquoso bifasico, foram obtidas com o sistema composto por uma
concentracdo de 14% de polietilenoglicol de massa molar 4000 e 15% de tampao
fosfato de potassio em pH 7,0, com valores de fator de purificacdo e recuperacédo de
3,8 vezes e 101,7%, respectivamente.

A utilizacdo da técnica de ultrafiltracdo possibilitou a concentracdo do extrato
enzimatico em até 8,1 vezes, indicando sua viabilidade para reducdo do volume inicial
nas etapas de purificacdo. A UF apresentou grande potencial, pois atingiu elevados
valores de recuperacgdo da enzima, em torno de 112,7%.

O design que apresentou o melhor fator de purificacdo global foi a sequéncia
formada pelo sistema aquoso bifasico, diafiltracdo, cromatografia de troca ibnica e
diafiltracao/ultrafiltracdo, com um fator de purificacdo global de 10,8 vezes e uma
recuperacao global de 41,3%.



CAPITULO V
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



90

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALCANTARA, P.H.N.; MARTIM, L.; SILVA, C.O.; DIETRICH, S.M.C;
BUCKERIDGE, M.S. Purification of a [p-galactosidase from cotyledons of
Hymenaeacourbaril L. (Leguminosae). Enzyme properties and biological function.Plant
Physiology and Biochemistry, v.44, p.619-627, 2006.

ALVES, F.G.; MEUGERI-FILHO, F.; BURKERT, J.F.M.; KALIL, S.J.
Maximization of B-galactosidase production: a simultaneous investigation of agitation
and aeration effects. Applied Biochemistry and Biotechnology, v.160, p.1528-1539,
2010.

ATES, S.; MEHMETO, U. A new method for immobilization of 3-galactosidase
and its utilization in a plug flow reactor. Process Biochemistry, v.32, p.433-436, 1997.

BANSAL, S.; OBEROI, H.S.; DHILLON, G.S.; PATIL, R.T. Production of B-
galactosidase by Kluyveromyces marxianus MTCC 1388 using whey and effect of four
different methods of enzyme extraction on B-galactosidase activity. Indian Journal of
Microbiology, v.48, p.337—341, 2008.

BELTER, P.A; CUSSLER, E.L. Bioseparations-downstream processing
biotechnology.JonhWileyand Sons, 1988.

BRADY, D.; MARCHANT, L.; MCHALE, A. P. Isolamento e caracterizacéo
parcial de beta-galactosidase produzida por uma cepa de Kluyveromyces
marxianustermotolerante durante o crescimento em meios contendo lactose.
Enzymeand Microbial Technology, v.17, p.699-699, 1995.

CABALLERO, R.; OLGUIN, P.; CRUZ-GUERRERO, A.; GALLARDO, F;
GARCIA-GARIBAY, M.; GBMEZ-RUIZ, L. EvaluationofKluyveromyces marxianusas
baker'syeast. FoodResearchinternational, v.28, p.37-41, 1995.

CAMPESE, G.M.; TAMBOURGI, E.B. indice de recuperacdo de proteina em
sistemas de duas fases aquosas PEG-Policaju, usando coluna pulsada. In: VI
Simpésio Nacional de Bioprocessos - SINAFERM, 2007.

CARDOSO, M.V.C. Efeito do centro metdlico nas interacfes
intramoleculares dos complexos [M(CN)sNO]* com o poli(6xido de etileno) em
sistema aquoso bifasico. Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) - Universidade
Federal de Vigosa, Vigosa, MG, 2007.

CECCHI, M.H. Fundamentos teéricos e praticos em analise de alimentos.
Editora da Unicamp, 22 edi¢do, 2003.



91

CESAR, A.C.W. Analise de viabilidade econdmica de um processo de
extracdo e purificacdo da bromelina do abacaxi. Tese (Doutorado em Engenharia
Quimica), Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, 2005.

CESAR, A.C.W. Otimizacado dos parametros de extracéao liquido-liquido em
duas fases aquosas na recuperacdo da bromelina presente no abacaxi.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica), Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, SP, 2000.

CHOCKCHAISAWASDEE, S.; ATHANASOPOULOS, V.I.; NIRANJAN, K.
RASTALL, R.A. Synthesis of galacto-oligosaccharide from lactose using h-
galactosidase from Kluyveromyces lactis: studies on batch and continuous UF
membrane-fitted bioreactors. Biotechnology and Bioengineering, v.89, p.434-443,
2005.

CHOUYYOK, W.; WONGMONGKOL, N.; SIWARUNGSON, N.; PRICHANONT,
S. Extraction of alkaline protease using an aqueous two-phase system from cell free
Bacillus subtilisTISTR 25 fermentation broth. ProcessBiochemistry, v.40, p.3514-
3518, 2005.

COLLINS, C.H.; BRAGA, G.L.; BONATO, P.S. Introducdo a meétodos
cromatograficos. Editora da Unicamp, 6° edi¢do, 1995.

CORTES, G.; TRUJILLO-ROLDAN, M.A.; RAMIREZ, O.T.; GALINDO, E.
Production of B-galactosidase by Kluyveromyces marxianus under oscillating dissolved
oxygen tension.Process Biochemistry, v.40, p.773-778, 2005.

CUI, Z. Protein separation using ultrafiltration — an example of multi-scale
complex systems.China Particuology, v.3, p.343-348, 2005.

DAGBAGLI, S.; GOKSUNGUR, Y. Optimization of B-galactosidase production
using Kluyveromyces lactisNRRL Y-8279 by response surface methodology.Electronic
Journal of Biotechnology, v.11, p.1-12, 2008.

DEL-VAL, M.l.; OTERO, C.Biphasic agueous media containing polyethylene
glycol for the enzymatic synthesis of oligosaccharides from lactose.Enzymeand
Microbial Technology, v.33, p.118-126, 2003.

EISENMENGER, M.J.; REYES-DE-CORCUERA, J.. High pressure
enhancement of enzymes: a review. Enzyme and Microbial Technology, v.45,
p.331-347, 2009.

FREITAG, R.; HORVATH, C. Chromatography in the downstream processing of
biotechnological products. Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology,
Berlin, v.53, p.17-59, 1995.



92

GEKAS, V.; LOPEZ-LEIVA, M. Hydrolysis of lactose: a literature review.
Process Biochemistry, v.20, p.1-12, 1985.

GHOSH, R. Protein bioseparation using ultrafiltration: theory, applications
and new developments. Ed. Imperial College Press, 2003.

GHOSH, R.; CUI, F.F. Protein purification by ultrafiltration with pre-treated
membrane.JournalofMembrane Science, v.167, p.47-53, 2000.

GHOSH, R.; CUI, Z. F. Fractionation of BSA and lysozyme using ultrafiltration:
effect of pH and membrane surface pretreatment. Journal of Membrane Science,
v.139, p.17-28, 1998.

GIACOMINI, C.; IRAZOQUI, G.; VIERA, F.B.; BRENA, B.M. Influence of the
immobilization chemistry on the properties of immobilized B-galactosidase.Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, v.11, p.597-606, 2001.

HO, P.L.; KITAHARA, E.;OGAWA, D.M.O.; SILVA, A.R.B.P.; RAMOS, C.R.R;;
NASCIMENTO, A.L.T.O. A arte de purificar proteinas: uma nova tecnologia
cromatogréfica para uso biotecnoldgico. Biotecnologia, Ciéncia & Desenvolvimento,
v.13, p.24-26, 2000.

HSU, C.A.; YU, R.C.; CHOU, C.C. Production of [-galactosidase by
bifidobacteria as influenced by various culture conditions. International Journal of
Food Microbiology v.104, p.197-206, 2005.

HUSTEDT, H.; KRONER, K.H.; PAPAMICHALE, N. Continuous cross-current
agueous two-phase extraction of enzymes. Process Biochemistry, v.23, p. 129-137,
1988.

INCHAURRONDO, V. A.; YANTORNO O. M.; VOGET, C. E. Yeast growth and
B-galactosidase production during aerobic batch cultures in lactose-limited synthetic
medium. Process Biochemistry, v.29, p.47-54, 1994.

INCHAURRONDO, V.A.; FLORES, M.V.; VOGET, G.E. Growth and B-
galactosidase synthesis in aerobic chemostat cultures of Kluyveromyces lactis.
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v.20, p.291-298, 1998.

KIELING, K. Enzimas: aspectosgerais. Material didatico: Engenharia
bioquimica. Universidade Federal de Santa Catarina, Centro tecnolégico. Florianépolis,
2002.

KNIGHT, P. Chromatography: 1989 report. Nature Biotechnology, v.7, p.243-
249, 1989.

KUHN, K.R.; VEIGA, 1.G.; GRUNENNVALDT, F.L.; Purificacdo de B-

galactosidase de Kluyveromyces marxianus, utilizando a técnica de



93

precipitacdo. Projeto de Graduagdo do curso de Engenharia de Alimentos,
Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, RS, 2006.

LIMA, M.R.; SILVA, V.P.A.; FURTADO, R.F.; ALVES, C.R.; GUEDES, M.l.F,;
DUTRA, R.A.F. Purificacdo de ricina a partir de saturacdo com sulfato de amonio. 3°
Congresso Brasileiro de Mamona, 2008.

MANERA, A. P. Otimizac&o do meio de cultura para a producdo da enzima
B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 e caracterizacdo parcial
da enzima. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos),
Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, RS, 2006.

MANERA, A. P.; ORES, J.C.; RIBEIRO, V.A.; BURKERT, C.A.V.; KALIL, S.J.
Optimization of the culture medium for the production of B-galactosidase from
Kluyveromices marxianus CCT 7082. Food Technology Biotechnology, v.46, p.66-
72, 2008.

MARQUEZ, L.D.S.; ARAUJO, E.H.; RIBEIRO, E.J. Estudos de meios de cultura
na sintese de pB-galactosidase por fermentacdo com Kluyveromyces marxianus.
Simpédsio Nacional de Bioprocessos, Florianépolis, 2003.

MEDEIROS, F.O. Adsorcéao e purificacdo da enzima beta galactosidase de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 através de cromatografia de troca iénica.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos), Universidade Federal
do Rio Grande, Rio Grande, RS, 2008.

MORAES, C.C. Extracdo e purificacdo de ficocianina de Spirulina
platensis. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos),
Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, RS, 2006.

MORAES, C.C.; KALIL, S.J. Strategy for a protein purification design using C-
phycocyanin extract.Bioresource Technology, v.100, p.5312-5317, 2009.

MOURA, C.L.A.; PINTO, G.A.S.; RODRIGUES, S. Determinacéo da atividade
de invertase em extratos enzimaticos. Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria:Agroinduastria Tropical, Fortaleza, CE, 2007.

NAGANAGOUDA, K.; MULINAMI, V.H. Aqueous two-phase extraction (ATPE):
an attractive and economically viable technology for downstream processing of
Aspergillusoryzae a-galactosidase. Process Biochemistry, v.43, p.1293-1299, 2008.

OLIVEIRA, F.L. Precipitacdo de proteinas com sulfato de amo6nio saturada.
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, Universidade de Sao Paulo, 2007.

ORNELAS, A.P.; SILVEIRA, F.C., PASSOS, F.M.L.The activity of pB-

galactosidase and lactose metabolism in Kluyveromyces lactis cultured in cheese whey



94

as a function of growth rate. Journal of Applied Microbiology, v.104, p.1008-1013,
2008.

PASTORE, G.M. Isolamento de microrganismos produtores de invertase
lactase e aproveitamento para a producdo de prebidticos industrial. IX Feira de Ciéncia
e Arte. UNICAMP, Campinas — SP, 2010.

PECOTA, D.C.; RAJGARHIA, V.; SILVA, N.A. Sequential gene integration for
the engineering of Kluyveromyces marxianus.JournalofBiotechnology, v.127, p.408-
416, 2007.

PEREIRA, J.A.M; Adsorgao de B-Galactosidase de Scopulariopsos sp. em
resina trocadora de ions objetivando a purificacdo e a ampliacdo de escala.
Dissertacdo de mestrado em Engenharia Quimica - Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Engenharia Quimica. Biblioteca Virtual. Campinas. 1999.

PESSOA, A.; KILIKIAN, B. V. Purificacdo de produtos biotecnoldgicos.
Editora Manole, 2005.

RAJOKA, M.l.; KHAN, S.; SHAHID, R. Kinetics and regulation studies of the
production of B-galactosidase from Kluyveromyces marxianus grown on different
substrates.FoodTechnolologyandBiotechnology,v.41, p.315-320, 2003.

RODRIGUEZ, A. P,, LEIRO, R. F., TRILLO, M. C., CERDAN, M. E., SISO, M.
I.G., & BECERRA, M. Secretionandpropertiesof a hybrid Kluyveromyces lactis—
Aspergillusniger beta-galactosidase. Microbial CellFactories, v.5, p.1-13, 2006.

SANTIAGO, P.A.; MARQUEZ, L.D.S.; CARDOSO, V.L.; RIBEIRO, E.J. Estudo
da produgdo de [-galactosidase por fermentacdo de soro de queijo com
Kluyveromyces marxianus. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v.24,
p.567-572, 2004.

SAXENA, A.; TRIPATHI, B.P.; KUMAR, M.; SHAHI, V.K. Membrane-based
techniques for the separation and purification of proteins: an overview. Advances in
colloidand interface science, v.145, p.1-22, 2009.

SERIO, M.D.; MATURO, C.; ALTERIIS, E.D.; PARASCANDOLA, P.; TESSER,
R.; SANTACESARIA, E. Lactose hydrolysis by immobilized 3-galactosidase: the effect
of the supports and the kinetics. Catalysis Today, v.79-80, p.333-339, 2003.

SHANG, Q.K.; LI, W.; JIA, Q.; LI, D.Q. Partitioning behavior of amino acids in
agueous two-phase systems containing polyethylene glycol and phosphate buffer.Fluid
Phase Equilibria, v. 219, p.195-203, 2004.

SILVA, A.P.R. Purificagdo de p-galactosidase de Kluyveromyces

marxianus utilizando sistema aquoso bifasico e separacdo por membranas.



95

Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos), Universidade Federal
do Rio Grande, Rio Grande, RS, 2009.

SILVA, L.H.M; LOH, W. Sistemas aquosos bifasicos: fundamentos e aplicagbes
para particao/purificacao de proteinas. Quimica Nova, v.29, n.6, p. 1345-1351, 2006.

SILVA, L.L. Avaliagado do efeito do sal volétil carbamato de aménio sobre a
estabilidade de enzimas. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica),
Universidade Estadual de Campinas, 2008.

SILVA, M.C.H; SILVA, L.H.M; PAGGIOLI, F.J. Sistema aquoso bifasico: uma
alternativa eficiente para extracao de ions. Quimica Nova, v.29, p.1332-1339, 2006.

SOUSA, G.D.B. Influéncia da aeracdo na sintese de [-galactosidase por
fermentagdo com Kluyveromyces marxianus. Trabalho de conclusdo de curso —
Faculdade de Engenharia Quimica - Universidade Federal de Uberlandia, 2005.

SPLECHTNA, B.; NGUYEN, T.; STEINBO, M.; KULBE, K.D.; LORENZ, W.;
HALTRICH. D. Production of prebiotic galacto-oligosaccharides from lactose using B-
galactosidases from Lactobacillus reuter. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v.54, p.4999-5006, 2006.

TANUJA, S.; SRINIVAS, D.N.; GOWTHAMAN, K.M.; RAGHAVARAO, K.S.M.S.
Aqueous two-phase extraction coupled with ultrafiltration for purification of
amyloglucosidase. Bioprocess Engineering, v.23, p.63-68, 2000.

VITOLO, M. NocOes sobre fontes e producdo de enzimas.Universidade de
S&o Paulo, 2001.

WHEELWRIGHT, S.M. Downstream processes for large-scale protein
purification. Journal Biotechnology, v.5, p.789-793, 1987.

ZHOU, Q.Z.K.; CHEN, X.D. Effects of temperature and pH on the catalytic
activity of the immobilized (3-galactosidase from Kluyveromyces lactis. Biochemical
Engineering Journal, v.9, p.33-40, 2001.

ZUNIGA, A.D.G.; PEREIRA, J.AM.; COIMBRA, J.S.R.; MINIM, LA;
ROJAS,E.E.G. Técnicas usadas no processo de purificagdo de biomoléculas.
CEPPA,v.21, p.61-82, 2003.



