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RESUMO
ASSIS, I.P. Downstream de biomoléculas de alto valor agregado: enzimas
amiloliticas e antibiéticos B-lactamicos. 2014. 45 p. Monografia (Trabalho de
Concluséo de Curso) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao
Paulo, Lorena, 2014.

Este trabalho teve como enfoque o estudo de métodos de purificacédo de
enzimas amiloliticas e de antibidticos B-lactamicos. Primeiramente introduz-se
0 conceito de biotecnologia e a sua abrangéncia dentro e fora da industria, de
bioprocessos envolvendo fermentacéo e suas etapas (upstream, fermentacao e
downstream) e de bioprodutos, sua classificacdo, a importancia da sua
localizacéo ao final da fermentacéo (intra ou extracelular) e suas propriedades.
Downstream € a etapa em que 0s principais métodos sdo aplicados para as
fases de separacdo e purificacdo da molécula-alvo, contemplando processos
de clarificacdo, rompimento celular (quando aplicado), purificacdo de baixa
resolucdo e de alta resolucéo, e tratamentos finais. Essas informac6es foram
destacadas para mostrar que o método, ou combinacdo de métodos, de
purificacdo adequado a ser escolhido deve visar a obtencdo do produto da
maneira mais pura possivel, e ao mesmo tempo garantir que a sua atividade
biolégica ndo seja alterada neste processo. A etapa final desse estudo dirigiu-
se para a aplicacdo dos métodos apresentados em experimentos, estes
baseados em trabalhos publicados por pesquisadores em artigos, reviews,
teses e livros. O estudo baseou-se em experimentos antigos e recentes,
mostrando a evolucdo desses estudos aplicada no processamento de

bioprodutos de interesse.

Palavras-chave: Bioprodutos, Downstream, enzimas amiloliticas, antibidticos

B-lactamicos, purificacao.



ABSTRACT

ASSIS, I.P. Downstream of biomolecules of high added value: amylolytic
enzymes and B-lactam antibiotics. 2014. 45 p. Conclusion of course work
Trabalho de Conclusdo de Curso — Escola de Engenharia de Lorena,

Universidade de Sdo Paulo, Lorena, 2014.

The focus of this work is the study of the purification methods for
amylolytic enzymes and B-lactam antibiotics. First introduces the concept of
biotechnology and its range inside and outside the industry, of bioprocess
involving fermentation process and it steps (upstream, fermentation and
downstream) and of bioproducts and its classifications, including the importance
of its location at the end of the fermentation (intra or extracellular) and its
properties. These informations are very important for the selection of the most
appropriate purification methods and its combination. Downstream is the step in
which the main methods or purification will be applied for the separation and
purification of the molecule of interest, contemplating process of clarification,
cell disruption (when applied), low resolution purification and high resolution
purification, and final treatments. The appropriate methods are chosen aiming
the most pure product obtained, and at the same time guaranteeing its
biological activity isn't affected. The last step of this work headed for
experimental methods applied by researchers that published articles, reviews,
thesis and books. This study was based on old and recent experiments showing

the evolution of these studies applied on bioproducts of interest processes.

Key words: Bioproducts, Downstream, amylolytic enzymes, beta lactam

antibiotics, purification.
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1 INTRODUCAO

Ao falar de Biotecnologia podemos abranger o uso de células ou
sistemas bioquimicos em processos, com a finalidade de se obter um produto
de interesse. Conforme ilustrado na Figura 1, trata-se de uma area extensa,
presente tanto em pesquisas quanto em industrias dentro de variados
processos. Nestes processos, diferentes micro-organismos podem ser
utilizados, para producdo de bens de interesse comercial, entre eles podemos
citar: antibidticos, acidos organicos, solventes, enzimas, biocombustiveis e
biopesticidas.

Processos que envolvem o0 uso de micro-organismos, também
chamados agentes biolégicos, para a sintese de um produto de interesse via
fermentacdo podem ser denominados Bioprocessos. Sendo assim, seus
produtos sdo denominados bioprodutos, podendo eles ser metabdlitos
primarios dessa via fermentativa ou secundarios. Os metabdlitos primarios séo
resultados diretos do metabolismo do organismo, e 0s secundarios podem ser
resultado do mecanismo de defesa do organismo ou até mesmo produtos
secundarios da biotransformacéao.

Os micro-organismos empregados em bioprocessos podem ser
naturalmente ocorrentes ou recombinantes, envolvendo no processo células
animais e/ou vegetais e, por serem conduzidos por agentes bioldgicos, as
transformacdes sdo catalisadas por enzimas (PEREIRA et al., 2008). Sendo
assim, os bioprodutos podem ser encontrados nas diversas areas industriais,
por exemplo: industria farmacéutica (antibidticos, vacinas, vitaminas, entre
outros), alimenticia (aminoéacidos, flavorizantes, entre outros), quimica (etanol,
acido latico, biopesticidas, entre outros) e inclusive na producdo enzimas que

podem ser aplicadas em diversos segmentos industriais.

Basicamente um bioprocesso pode ser dividido em trés etapas: a que
antecede a fermentagéo (upstream) e conta com o preparo do meio para que
esta ocorra, seguida da etapa de fermentacdo e com o fim desta, segue-se
para a etapa de purificacdo (downstream) do produto final formado (PEREIRA
et al., 2008).
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Figura 1: Biotecnologia abrangendo diversas areas industriais (PEREIRA et al., 2008).

agropecuario

meédico-farmacéutico

Na etapa de downstream o objetivo € conferir ao produto final maior
pureza possivel, para isso precisa levar em conta as propriedades do produto
formado, tais como seu tamanho molecular, sua concentracdo, solubilidade,
polaridade, volatilidade dentre outras, e também a sua localiza¢do final (no
interior do micro-organismo ou no meio fermentado). Outros aspectos
relevantes sdo as propriedades fisico-quimicas do meio de fermentacéo, tais
como viscosidade, densidade, impurezas, subprodutos, dentre outros.
Finalmente, a escolha das operac¢fes de purificacdo dependera do tamanho do
bioprocesso em estudo e do seu valor agregado, visando que ocorram em

sequéncia e atinjam o grau de pureza e forma final requeridos.

A diversidade e crescente importancia apresentada pelos produtos
tecnolégicos incentivaram o desenvolvimento de varios processos de
downstream (KILIKAN E PESSOA JR., 2001). Dentre os diversos bioprodutos,
destacam-se: i) os antibidticos, que apresentam aplicacdo tanto para a area de
contato direto com os seres vivos (humanos, animais e plantas) podendo ser
aplicados como medicamentos, controle de contaminacdo em processos
fermentativos, como defensivos agroquimicos entre outros, com a intensado de
conter a disseminacdo de outros micro-organismos; ii) enzimas, que S&o
consideradas biocatalisadores que, devido sua estrutura quimica, apresentam

maior especificidade em uma reag¢do quimica e por isso tem sido exploradas
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em diversos ramos da industria, como uma otimizagéo de processo (WAGNER
E MENEZES, 2013; AGEITEC, 2007; SATO, 2001).

Por esse motivo, este trabalho apresenta, através de uma pesquisa
bibliografica, um estudo sobre os métodos de downstream mais aplicados para
purificacdo de importantes biomoléculas da industria biotecnolégica. Como
estudo de caso escolheu-se duas moléculas de alto valor agregado:
antibiéticos B-lactamicos e enzimas amiloliticas, que constituem duas classes
de biomoléculas de grande importancia para a indastria farmacéutica e

alimenticia, respectivamente.
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2 METODOLOGIA

A metodologia deste trabalho compde-se de pesquisas de artigos,
reviews, teses, livros e materiais didaticos que abordam os temas aqui

estudados.

Diversas ferramentas de busca com o uso de filtros de pesquisa,
segundo metodologias transmitidas ao longo da disciplina de Trabalho de
Concluséo de Curso (TCC), direcionando a publicacdes e livros ligados ao
assunto de pesquisa de cada trabalho. Instrucdo também foi dada dos diversos
sites de pesquisas, 0s quais 0 acesso € concedido pela Universidade de Séo
Paulo através dos computadores da instituicdo ou pelo acesso no proprio

computador fazendo uso do sistema VPN.

A pesquisa bibliogréafica foi feita através de livros e teses (impressos e
digitais) assim como de artigos (de pesquisa e de revisdo) por meio de buscas
em sites de pesquisa, tais como Web of Knowledge, Scopus, Scielo, Google
Scholar, fazendo-se uso de filtros de pesquisa, através das palavras chave:
Purification, bioprocess, enzymes, amylolytics enzymes, antibiotics, beta
lactamics antibiotics, downstrem processing, downstream methods, purification

methods.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Um bioprocesso pode ser entendido como um processo com reacoes
sendo controladas por agentes biologicos, como por exemplo micro-
organismos e enzimas, podendo ser dividido basicamente em trés etapas:
upstream, fermentacdo e downstream conforme descrito a seguir (SCHMIDELL
et.al, 2001; PEREIRA JR. et al., 2008):

e Upstream — prepara-se o substrato, se necessario sao feitas hidrolises
ou outros tratamentos quimicos para liberacdo do substrato a ser fermentado.
Em seguida ele deve ser solubilizado em meio adequado, geralmente em agua,
adequando ele a etapa seguinte. E feito ajuste de pardmetros como pH,
temperatura, pressdo, necessidade de aeracdo e agitacdo, entre outros. O
reator adequado a ser utilizado e seu tamanho. Ao final desta etapa acontece a

inoculacdo do micro-organismo.

e Fermentacdo: biotransformacdo propriamente dita, inicialmente ocorre
crescimento celular e na sequéncia também sdo necessarios controles dos
parametros estabelecidos no upstream, bem como controle de substrato
fornecido e quantidade de produto que estd sendo produzido. Precisa-se
verificar se a biomolécula que esta sendo produzida precisa ser retirada, para
gue em excesso ndo intoxique 0 micro-organismo, ou se as ceélulas estéo
vidveis ao processo. Fatores como esses influenciam na escolha do processo
fermentativo mais adequado para a producdo da biomolécula de interesse, eles
podem ser em estado liquido (fermentacdo submersa) ou em estado soélido
(fermentacdo semi-solida). Enquanto o sistema operante pode ocorrer por
batelada, simples ou alimentada (para fermentacdo submersa), ou por sistema

continuo.

e Downstream: Com o final da fermentacdo e tendo-se atingido a
guantidade de produto de interesse, segue-se para esta parte que consiste na
recuperacéo, caracterizacdo e purificacdo do mesmo. E composto por diversas

etapas, cada uma com sua finalidade e com suas operac¢des unitarias.

E importante o conhecimento dos mecanismos de controle de cada

etapa de separacdo, pois uma vez conhecidos os métodos mais adequados
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podem ser escolhidos. E assim, € possivel combinar os passos para que a
purificagdo tenha a melhor combinacdo de preco em um razodavel periodo de
tempo (KEIM E LADISCH, 2000).

3.1 DOWNSTREAM

Finalizada a fermentacdo, o meio ainda néo esta pronto para ser
comercializado, o produto precisa ser separado e purificado. Nele podem
conter além do produto de interesse e dos micro-organismos fermentadores,
subprodutos da fermentagcdo, fragmentos celulares, células mortas, sais,
carboidratos, lipideos, aminoacidos, peptideos, proteinas, vitaminas, acidos
organicos entre outros, provenientes da fermentacdo ou de nutrientes
adicionados na etapa de upstream. Conta-se ainda com a capacidade dos
subprodutos de deteriorarem o meio fermentado e o produto de interesse
(KILIKAN E PESSOA JR., 2001).

Diversas operac¢fes unitarias podem ser empregadas, com a finalidade
de remover os compostos interferentes do fermentado isolando a molécula de
interesse. A escolha adequada depende primeiramente de suas propriedades
fisico-quimicas, sendo mais comumente envolvidas em processos de
separacao por tamanho, forma, densidades, solubilidade, carga eletrostética,
entre outras (KILIKAN E PESSOA JR., 2001).

E também importante conhecer os aspectos citoldgicos e fisioldgicos do
micro-organismo, pois tendo esse conhecimento é possivel saber a localizacéo
final do produto, que pode ser extracelular ou intracelular. Se estiver no meio
intracelular, serad necessario adicionar uma etapa extra ao downstream na qual
sera feito o rompimento celular. E importante saber a composicdo da
biomolécula formada para que a escolha das técnicas de rompimento seja
adequada para libera-la sem danifica-la. Ja se a mesma estiver no meio
extracelular, as etapas de recuperacao incluirdo apenas as etapas tradicionais.
(PEREIRA et al., 2008)

Vale ressaltar que como o processo de purificagdo esta diretamente
ligado com o valor agregado do produto final, alguns processos precisam ser

de baixo custo bem como outros sdo de alto custo e por iSso exigem processos
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mais sofisticados. Com a grande diversidade de produtos da industria

biotecnolégica, ndo ha processos de purificacdo de aplicagédo geral.

Como o meio fermentativo € complexo, o critério de qualidade dessa
etapa precisa ser especifico, técnicas priméarias de recuperacdo séo aplicadas
tipicamente em um esquema de purificacdo antes das técnicas de alta
resolucao. Além dos esquemas combinarem diferentes operacfes baseando-se
nas diferencas fisicas e quimicas que os componentes desse meio podem
apresentar (HAMEL et al., 1988).

Esse conjunto de processos pode ser dividido em etapas principais
gerais descritas a seguir (KILIKAN E PESSOA JR., 2001), enquanto as
operacdes unitarias que podem ser aplicadas em cada, respectivamente, estao

descritas na Tabela 1:

a. Clarificacdo: Processo de separacdo das células suspensas e
fragmentos celulares do meio de cultivo fermentado. O meio isento de células é
denominado entdo clarificado ou filtrado. Nessa etapa, 0S processos de
separacao por filtracdo e por centrifugacdo sdo os mais utilizados em escala

industrial.

b. Rompimento de células: Para processos em que a molécula de

interesse € um produto intracelular, essa etapa € adicionada logo apés a

clarificac@o e tem como finalidade romper as células envolvidas.

C. Purificacdo de baixa resolucdo: Na sequéncia da clarificacdo, é

uma etapa na qual é feita concentracdo/purificacdo da molécula de interesse
do meio clarificado, separando-as das moléculas com caracteristicas fisico-

guimicas significamente diferentes.

d. Purificacdo de alta resolucdo: Fase em que ocorre efetivamente a

separacdo da molécula de interesse das demais que apresentam algumas

caracteristicas fisico-quimicas semelhantes;

e. Tratamentos finais: Fase em que faz-se uso de processos para

estabilizar e adequar o volume, com a finalidade de adequar o

acondicionamento do produto final.
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A escolha das operacdes unitarias a serem utilizadas para determinado
processo de purificagdo depende da finalidade da molécula de interesse, de
suas caracteristicas proprias, da sua aplicacdo e do seu valor agregado.

Tabela 1: Operagfes unitarias em escala de producao industrial (KILIKAN E PESSOA JR., 2001).

Etapa do processo Operacdes Unitéarias

Clarificacéo Filtracdo convencional; centrifugacao;
filtracdo tangencial; floculacéo

Rompimento de células Homogeneizacéo; moagem em
moinho de bolas; rompimento quimico
ou enzimatico

Purificacdo de baixa resolucéo Precipitacdo; ultrafiltracdo; extracao
em sistemas de duas fases liquidas

Purificacéo de alta resolucéo Cromatografia de troca ibnica, de
afinidade (biolégica ou quimica), de
fase reversa e de exclusdo molecular

Tratamentos finais Cristalizacao; liofilizacdo; secagem

3.1.1 CLARIFICACAO

Tem-se como objetivo separar as células suspensas de um meio de
cultivo, onde houve a fermentacdo. A finalidade € separar o sobrenadante
composto da molécula de interesse e subprodutos da fermentacéo, que apos
essa fase passa se chamar clarificado ou filtrado (WAGNER E MENEZES,

2013).

FILTRACAO

Este processo tem como finalidade separar solidos dispersos ou
suspensos do meio liguido. Geralmente aplicado em processos que é
necessario clarificar grandes volumes de meio fermentado, em que o produto
de interesse esta no meio extracelular e certa assepsia ndo € necessaria
(KILIKAN E PESSOA JR., 2001).
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O meio liquido €, sob pressao, direcionado perpendicularmente a um
meio filtrante. O volume capaz de atravessa-lo é denominado filtrado e o
material residual sobre o filtro € denominado “torta de filtragdo” (WAGNER E
MENEZES, 2013; KILIKAN E PESSOA JR., 2001).

E comum utlizar agentes para facilitar a filtragdo, sendo eles
adicionados a suspensao inicial ou depositados em uma camada fina sobre o
meio filtrante reduzindo a compressibilidade da torta e evitando entupimento do
filtro. Uma limitacdo aparece quando o agente adicionado ndo pode ser
recuperado no final do processo, e outra quando a molécula de interesse esta
no meio intracelular. Para uma selecdo dos agentes adequados séo realizados
ensaios simples, nos quais concentracbes conhecidas sdo colocadas em
frascos contendo igual volume da suspensdo a ser filtrada (WAGNER E
MENEZES, 2013).

O filtro mais utilizado para essa etapa é o FRV — Filtro rotativo a vacuo
(KILIKAN E PESSOA JR., 2001). Os filtros podem ser classificados em abertos
ou fechados. Sendo os abertos os de placa e quadro, mais comumente
aplicados, sao de facil construcdo, resistentes e economicamente viaveis.
Possuem uma area filtrante grande e permitem trabalhar em altas pressoes e
sao de facil manutencédo. Contudo é um trabalho vagaroso e demanda uso de
grande méao de obra e quando precisa-se extrair o produto de interesse da torta
de filtracdo ele demanda excessiva desidratacdo. Ja os fechados possuem
placas tanto horizontais como verticais, sdo de dificil manuseio sendo aplicados
em separacao de células patogénicas e em volumes pequenos de suspensao

(Wagner e Menezes, 2013).

In. CENTRIFUGACAO

Esse método de separacdo consiste em acelerar o processo tradicional
de sedimentacdo (KILIKAN E PESSOA JR., 2001), com o auxilio da acdo de
um campo gravitacional centrifugo (WAGNER E MENEZES, 2013).
Suspensodes celulares que séo intolerantes a adicdo de auxiliares de filtracdo
ou também o0s que exigem alta assepsia devem ser clarificados por
centrifugacéo (KILIKAN E PESSOA JR., 2001).
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A velocidade de sedimentacdo das ceélulas microbianas sob acdo da
gravidade depende da diferenca entre a densidade das células em questdo e o
meio liquido, da forga motriz caracterizada pela a¢do da gravidade (9,8 m/s2) e
do didametro da célula microbiana (WAGNER E MENEZES, 2013). Quando as
densidades apresentarem valores préximos, esse processo pode-se tornar
lento. A centrifugacdo tornou-se uma técnica amplamente aplicavel na
separacdo de células e particulas, por atuar no centro de gravidade das
moléculas, facilitando a separacdo e diminuindo o tempo deste processo
(WAGNER E MENEZES, 2013).

E comum o uso de centrifugas de disco (Figura 2) e de centrifugas
tubulares (Figura 3). As tubulares podem trabalhar a rotacdes bem elevadas e
ainda com refrigeracdo, contudo trabalham com quantidades limitadas (no

maximo 30g/L) e no modo descontinuo.

Figura 2: Esquema de funcionamento de uma centrifuga de discos (ALIBABA, 2014).
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Enquanto as centrifugas de disco sdo mais aplicadas em separacdes do
tipo liquido — liquido, podendo separar particulas finas de solidos. Apesar de
trabalhar em rotacées menores permite um processo continuo com velocidades

altas e tratamento de suspensfes de até 250 g/L. Uma estratégia seria a


http://portuguese.alibaba.com/product-gs/nrsdr-5-small-milk-dairy-cream-disc-centrifuge-separator-with-solid-holding-bowl-356122246.html
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inclusdo de mais discos, aumentando a area de sedimentacédo e reduzindo o
tempo do processo (KILIKAN E PESSOA JR., 2001; WAGNER E MENEZES,
2013).

Figura 3: Sistematica de uma centrifuga tubular (UFRNET, 2014).
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3.1.2 ROMPIMENTO DE CELULAS

Etapa adicionada quando a molécula de interesse encontra-se no meio
intracelular. S&o técnicas eficazes para uma extracdo efetiva, mantendo a
atividade bioldgica da molécula de interesse (WAGNER E MENEZES, 2013),

resumidamente estao descritas na Tabela 2:


http://www.ufrnet.br/~lair/Pagina-OPUNIT/equipamento.htm
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Tabela 2 Métodos de rompimento celular (WAGNER E MENEZES, 2013).

Mecéanico Nao mecanicos Quimicos Enzimaticos

Homogeneizador .
. Choque osmotico L o o
de alta presséo Aplicacéo de alcalis Glicosidades

Congelamento/

Moinho de bolas Utilizacéo de solventes

descongelamento e detergentes Proteases

Ultrassom Termoélise |  —eeeem- Amidases

3.1.3 PURIFICACAO DE BAIXA RESOLUCAO

PRECIPITACAO
A precipitacdo € um dos métodos de concentracdo e purificacdo mais

tradicionais, ndo apresenta alta capacidade de separagdo, por iSso € um
moderado processo de purificagéo (KILIKAN E PESSOA JR., 2001). Baseia-se
na solubilidade da biomolécula, nas interacdes que ela tiver com o solvente. No
caso de proteinas, as propriedades podem ser modificadas com a alteracdo do
pH e da forca i6nica. A mudanca das propriedades da agua, adicdo de
solventes organicos misciveis ou adicdo de outros solutos juntamente com a
alteracdo da temperatura contribuem para precipitar a proteina (WAGNER E
MENEZES, 2013).

Opta-se pela precipitacdo fracionada quando se exige maior grau de
pureza da proteina. Ja a precipitacdo isoelétrica pode ser feita quando a carga
liquida estiver proxima de zero, pois assim a repulsdo eletrostatica €
minimizada resultando na atracdo entre as moléculas. Pode-se classificar pela
solucéo a ser utilizada (WAGNER E MENEZES, 2013):

o Precipitagéo por adicdo de sal: também conhecida por salting out,
pode ser utilizada em diferentes opg¢des: i) quando as proteinas interferentes
sao precipitadas e as de interesse permanecem no sobrenadante; ii) quando as
proteinas de interesse precipitam com outras de solubilidades préximas e na

sequéncia sao ressolubilizadas em solucdo tampé&o, para serem fracionadas



22

por outra técnica; iii) quando ambas sdo aplicadas em sequéncia, para casos
em que se exige maior seletividade por conta da precipitacdo fracionada.
Independente do método escolhido, no final de todos esses processos, a parte
de interesse precisa passar por dessalinizacdo (WAGNER E MENEZES, 2013).

o Precipitagdo por solventes organicos: podem ser adicionados
solventes organicos misciveis em agua. A sua adicdo proporciona a
precipitacdo das proteinas devido sua capacidade de reduzir a atividade da
adgua. Essa precipitacdo pode ser acelerada quando o pH da solucéo estiver
mais proximo do ponto isoelétrico (pl) da proteina. Outro fator influente € o
tamanho da molécula de proteina, quanto maior for menos solvente é
necessario para que a sua precipitacdo ocorra. Geralmente ocorre em torno de
0°C, podendo ser empregada em baixas temperaturas desde que nao haja o
risco de congelamento. A mistura do solvente organico com a &gua €
exotérmico, por isso essa adicdo deve ser realizada lentamente e com
refrigeracdo eficiente para ndo desnaturar as proteinas do meio. Associada a
concentracdo do solvente outros fatores podem ser explorados para aumentar
a seletividade do fracionamento, como pH, temperatura, forca ibGnica e
concentracdo das proteinas (WAGNER E MENEZES, 2013).

. EXTRACAO EM SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS

Considerado método seguro de purificagdo, € geralmente formado por
duas solucdes aquosas de um ou dois polimeros hidrofilicos, ou a solu¢do de
um polimero em sais. Envolve o principio de particdo de uma mistura entre dois
solutos imisciveis, mas em equilibrio termodinamico. Basicamente a molécula
de interesse migra para uma fase da mistura enquanto os interferentes migram
para a outra. E preciso apresentar baixa tensdo superficial, o que favorece a
transferéncia das biomoléculas pela interface aquosa. Também favorece a
integridade estrutural da biomolécula, evitando a perda de atividade bioldgica.
S&o economicamente viaveis quanto a mao de obra, equipamentos e energia
necessarios, contudo alto custo pode ser agregado aos reagentes se 0s
mesmos nédo forem reciclaveis. Esse sistema tem sido utilizado na purificacéo e
concentracéo de enzimas produzidas por fermentacdo. Pelo grande nimero de

variaveis que podem ser trabalhadas € uma técnica versatil, contudo
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dependendo da complexidade do meio fermentado, pode apresenta-se
insuficiente para processos de alta purificagdo (WAGNER E MENEZES, 2013).

1. ULTRAFILTRACAO

Sistema semelhante a filtracdo convencional, contudo s&o aplicados
filtros de diametros de 0,001 a 0,1 um sob uma pressao de transmembrana.
Sao usados para concentrar moléculas como proteinas ou polissacarideos.
Todas as moléculas (agua e outras moléculas pequenas) passam pelo filtro
enguanto as com tamanho superior ao diametro nominal de corte ficam retidas.
O conceito “didametro nominal de corte” € uma denominacédo para o tamanho do
poro para uma membrana de ultrafiltragdo, sendo referente a massa molecular
minima para ficar retida. Os tamanhos ndo necessariamente sdo uniformes, a
sua faixa vai variar de acordo com a fabricacdo e sua aplicacdo. E
recomendado que o didmetro nominal de corte seja 20% menor g a molécula
de interesse. Na prética, sua utilizacéo é baixa, exatamente pela distribuicdo de
tamanho nao ser uniforme (KILIKAN E PEREIRA JR., 2001).

3.1.4 PURIFICACAO DE ALTA RESOLUCAO: CROMATOGRAFIA

A cromatografia € provavelmente a técnica mais aplicada dentre as
técnicas para separacao de bioprodutos dentro de processos bioldgicos, sendo
primariamente utilizado nos passos finais para remoc¢édo de impurezas e/ou
produtos fracionados (LEE E ANN, 2000). Separa biomoléculas fazendo uso de
suas proprias propriedades fisico-quimicas como parametros e aplica-se para

obter um produto com elevado grau de pureza.

Basicamente essa técnica emprega um sistema de duas fases: uma fase
movel (pode ser gasosa, liquida ou um fluido supercritico) e uma fase
estacionaria (pode ser solida ou liquida) (WAGNER E MENEZES, 2013). A
remogdo gradual do que fica retido na fase estacionaria é que resulta na
separacdo das moléculas (KILIKAN E PEREIRA JR., 2001). Os variados
parametros envolvidos possibilitam diversas combinacbes das fases

possibilitando ampla aplicacéo.

Seu maior objetivo € separar contaminantes como proteinas impuras,

endotoxinas, acidos nucléicos, residuos celulares, aditivos do processo, entre
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outros, com o intuito de remové-los. Diversos tipos podem ser utilizados entre
eles: troca ibnica, interagdo hidrofobica, afinidade, permeagcdo em gel e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (LEE E ANN, 2000).

I. PERMEACAO EM GEL

Neste sistema, a coluna (fase estacionaria) € um gel. E uma
cromatografia em que a matriz gel € constituida por um polimero disposto
espacialmente com a finalidade de formar poros esféricos embebidos no
eluente (fase movel) (WAGNER E MENEZES, 2013). Conforme um esquema
geral mostrado na Figura 4. Também denominada cromatografia de excluséo
molecular, capaz de separar tamanhos diferentes, baseado nos poros de
excluséo localizados na coluna. Tem sido aplicado comercialmente como etapa
de purificacdo de muitas enzimas além de separacdo analitica de proteinas e

polimeros de acordo com suas massas moleculares (KIM E KOO, 2000).

Figura 4: Esquema geral de uma Cromatografia por permeacdo em gel (BIOMODEL, 2014).
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As espécies com massas moleculares maiores que o limite de excluséo
dos poros eluem livremente pela fase liquida e saem primeiro. Ja as moléculas
gue se encaixem no limite de tamanho de poros, ficam retidas nos mesmos
eluindo mais rapidamente quanto maiores forem suas massas moleculares. Ao
diminuir o tamanho das moléculas, mais tempo elas permaneceréo retidas nos
poros da coluna. Ou seja, quanto menor a massa molar da biomolécula, maior
sera o tempo de retencdo e mais alongado sera o pico apresentado no

espectro cromatografico.
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Colunas para filtracdo em gel, geralmente sdo feitas de dextrana,
agarose e poliacrilamida reticuladas. Para fracionamento de moléculas
pequenas indica-se usar colunas de dextrana, devido suas maiores
reticulacfes. Ja para o fracionamento de moléculas maiores indica-se 0 uso de
géis de agarose. Quanto a fase movel, podem ser tampdes com variados pHs e
variadas forcas ionicas, a escolha do tamp&o apropriado varia de acordo com a
natureza e a compatibilidade das proteinas em andlise. Um cuidado a ser
tomado € na preparacdo da coluna, a introducao de bolhas de ar é indesejavel
e a formacao de rachaduras € indesejavel, ja que podem modificar o curso da
eluicdo dos analitos, alterando o resultado final da andlise (WAGNER E
MENEZES, 2013).

II. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

Potencialmente utilizada para separacdes de biomoléculas, podendo ser
de ions metalicos, proteinas, aminoacidos ou acucares (WAGNER E
MENEZES, 2013). Essa é provavelmente a cromatografia mais utilizada, e sua
performance é baseada pela sua alta capacidade de recuperacdo do produto
de interesse (LEE E AHN, 2000).

7

A fase estacionaria € constituida por sitios i6nicos distribuidos na
superficie de polimeros orgénicos ou inorganicos, dispostos em colunas de
dimensdes variadas, de acordo com a sua aplicacdo (Figura 5). As matrizes
podem ser de origem anibnica ou catibnica, sendo suas fases eluentes
correspondentes catibnica e anibnica, respectivamente. Sendo assim, a fase
movel escolhida € constituida por solugdes aquosas com pH e forca ibnica bem
estabelecidos, determinando a interacdo entre os analitos com a matriz
(WAGNER E MENEZES, 2013).
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Figura 5: Figura esquematica da Cromatografia de Troca I6nica (PROTEINAFAMETRO, 2014).
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3.1.5 TRATAMENTOS FINAIS

O grau de pureza a se atingir em um processo de purificagdo depende
da sua aplicacdo final. Essa etapa é necesséaria para grande parte dos
bioprodutos. Eles devem estar puros, secos, cristalinos ou amorfos (KILIKAN E
PEREIRA JR., 2001). Para isso precisam ser submetidos a alguns tratamentos

finais.

I. LIOFILIZACAO
Processo de remocdo de um solvente, usualmente agua, por

sublimacdo. O resultante do processo anterior € congelado e em seguida
submetido a baixa pressdo para que a agua livre sublime. O produto final se
apresentara na forma de p6 e assim sua atividade biolégica se mantera estavel
por mais tempo, do que se estivesse em solucdo aquosa. Deve-se tomar certo
cuidado, pois se nao for adequada pode acarretar a desnaturacdo das
proteinas (KILIKAN E PEREIRA JR., 2001).

Il. CRISTALIZACAO
E um processo de agregacdo de cristais das moléculas presentes nas

solucdes supersaturadas homogéneas. Comumente empregada na etapa final
da purificacdo de proteinas, em particular das enzimas. Permite a estocagem
estavel da biomolécula, agregada devido sua cristalinidade. Deve-se atentar ao
grau de pureza da molécula final pois os interferentes sdo capazes de se
cristalizar juntamente. ApOs essa etapa, o produto pode ser recuperado se for
submetido a filtracdo ou centrifugacéo, atentando sempre para a desnaturacéo
das proteinas (KILIKAN E PEREIRA JR., 2001).
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ll. PRECIPITACAO EM SULFATO DE AMONIO
Alternativa ao processo de cristalizacdo, pois ndo ha a possibilidade de

desnaturar a proteina de interesse. Proporciona grande parte das vantagens do
processo de cristalizacéo, contudo sera necessario remover o sal ao final desta
etapa (KILIKAN E PEREIRA JR., 2001).

IV. ADSORCAO
Diferente de processos como destilacdo, absorcao e extracdo, constitui-

se de uma mistura de gas que flui no sentido ascendente passando por uma
coluna empacotada enquanto desce uma corrente liquida absorvente. E um
processo descontinuo que envolve um fluido e um sélido, conforme ilustrado na

Figura 6.

Figura 6: Representacdo esquemética de um sistema de adsorcao (VIEIRA, 2006).
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O uso do solido é que o destaca porque solidos sado capazes de
adsorver até tracos pequenos de soluto, tornando esse método aplicavel para
solugdes diluidas. E importante estudar a maneira como o adsorvente entrara
em contato com a solugdo, que contém o soluto a ser adsorvido (VIEIRA,
2006). Pode ser aplicado em sistemas em mistura (reatores batelada e

descontinuo) e em sistemas em leito fixo.
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3.2 ANTIBIOTICOS

Os antibiéticos sdo produtos do metabolismo secundario dos micro-
organismos, e por isso podem ser denominados metabdlitos secundarios.
Como o préprio nome diz, sdo capazes de inibir o crescimento de outros micro-
organismos, mesmo se utilizados em baixas concentracoes.

Os antibidticos estédo presentes ha anos, sendo que a primeira exibicéo
do crescimento foi observada por Alexander Fleming em 1929, em seu
laboratorio no Hospital Saint Mary’s em Londres. Esse pesquisador observou
um agente antibacteriano sendo produzido pelo micro-organismo Penicillium,
ocorrido em placas de agar, onde cresceu estafilococos contaminados com
fungos do ar, observou-se entdo que as colonias em torno dos fungos se
mostravam translicidas, elas estavam sofrendo lise — rompimento da
membrana celular. Fleming cultivou o Penicillium sobre a superficie e observou
a producdo de uma substancia antimicrobiana e deu o nome de Penicilina.
Durante a Segunda Guerra Mundial a demanda de quimioterapicos para tratar
as infeccbes exigiu que se desenvolvesse uma producdo alta de penicilina,
esse foi o inicio da Era dos antibiéticos (SATO, 2001).

Na atualidade, a area de pesquisa e desenvolvimento continua sendo a
mais importante na investigacdo da microbiologia industrial. Do grande nimero
de antibidticos conhecidos de origem microbiana, somente 123 sdo produzidos
atualmente por fermentacdo. Além disso, mais de 50 antibiéticos sédo
produzidos como compostos semi-sintéticos, e trés antibiéticos sdo produzidos
sinteticamente por completo: cloranfenicol, fosfomicina e a pirrolnitrina (SATO,
2001).

Os antibioticos podem ser produzidos por trés grupos taxondémicos:
bactérias (exceto actinomicetos), actinomicetos e fungos. Dentre os antibiéticos
produzidos por fungos, apenas os produzidos por Aspergillus monitiales sdo de
importancia pratica, somente a penicilina, cefalosporina C, griseofulvina e acido
fusidico apresentam importancia clinica. Ja entre bactérias, diversos grupos
taxondmicos produzem antibiéticos, a maior variedade de antibidticos é
produzida pelos actinomicetos, em especial pelo grupo Streptomyces e pelos
Bacillus que produzem antibiéticos peptidicos (SATO, 2001).
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A classificacdo dos antibidticos pode ser dada de acordo com seu
espectro microbiano, mecanismo de acgao, cepa produtora, forma de
biossintese ou estrutura quimica (SATO, 2001).

De acordo com sua estrutura quimica, os antibiéticos podem ser
divididos em: antibidticos que contém carboidratos, lactonas macrociclicas,
quinonas e antibidticos relacionados, aminoacidos e antibioticos peptidicos;
Antibitticos heterociclicos que contém nitrogénio, antibidticos heterociclicos
gue contém oxigénio, derivados aciclicos, antibidticos aromaticos e antibiéticos
alifaticos. Dentro dos antibidticos e aminoacidos peptidicos pode-se
subclassificar em: derivados de aminoacidos, antibidticos [-lactamicos,
antibiéticos peptidicos, cromopeptideos, depsipeptideos e peptideos quelantes
(SATO, 2001).

Neste trabalho abordaremos de forma mais aprofundada a respeito dos
antibidticos B-lactamicos, que nos ultimos 60 anos tém sido destaque no
tratamento com quimioterapicos além de serem antibidticos semi-sintéticos

relativamente baratos e de alta eficiéncia (BUYNAC, 2006).

3.2.1 ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Os antibidticos B-lactamicos sao classificados de acordo com sua
estrutura quimica, por possuirem em seu nucleo estrutural o anel B-lactamico
(Figura 7), que na verdade € um condensado do acido 6-aminopenicilanico que
apresenta na sua estrutura um anel tiazolidinico condensado com um [3-
lactamico (SATO, 2001), responsavel por sua atividade bactericida. O seu
mecanismo de acdo basicamente consiste na sua habilidade de interferir na
sintese de peptideoglicano (molécula responsavel pela integridade da parede

bacteriana) (ANVISA, 2007).
Figura 7 Estrutura e exemplos de antibiéticos B-lactamicos (QUIMICA NOVA, 2009).
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Devido ao grande espectro de atividades, sua formulacédo inicial foi
modificada ao longo dos anos, dando a um grupo de variadas moléculas o
nome de Penicilinas — Antibiéticos B-lactamicos. Com o aumento da variedade
de bactérias que se apresentaram resistentes a eles, esses antibidticos
passaram a ser utilizados para bactérias gram-positivas, gram-negativas
aerObias e anaerdbias. Em consequéncia disso, eles sdo amplamente
aplicados para tratamentos meédico de seres humanos e de uso veterinario
(SAMANIDOU, 2006).

Eles penetram na parede microbiana através das porinas presentes na
sua membrana externa, ndo sendo destruidos pela membrana externa da
parede celular bacteriana, ligando-se as proteinas ligadoras de penicilina (PLP)
gue sao responsaveis pela sintese da parede bacteriana, caracterizando assim
a sua atividade bactericida (ANVISA, 2007).

De acordo com SATO (2001), os antibioticos B-lactamicos podem ser
classificados em:

i.  Naturais: na sua sintese ndo sado adicionados precursores na
cadeia lateral, contudo aqui s&o sintetizados junto com a
molécula alguns subprodutos que precisam ser removidos na
etapa de purificacao.

ii. Semi-sintéticos: adiciona-se precursores na cadeia lateral,
sintetizando assim apenas a molécula de interesse. Por suas
melhores caracteristicas, tem sido extensamente utilizada em

tratamentos quimioterapicos.

Produz-se anel 3-lactamico-tiazolidinico das penicilinas a partir de dois
aminoacidos L-cisteina e L-valina, sua sintese se da por um processo nao
ribossomal. Varios mecanismos regulatérios da biossintese da penicilina sao
conhecidos, isso devido ao fato de algumas biomoléculas serem capazes de
inibir a sua sintese, como por exemplo a lisina que ao interferir em etapas do
metabolismo é capaz de regular a sintese por impedi-la, da mesma maneira a
concentracdo de fosfato resulta numa repressao catabodlica causada pela
glicose. Sendo por isso, as fermentacdes para sintese de penicilina sao
conduzidas apenas com lactose (SATO, 2001).
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3.2.2 PURIFICACAO DOS B-LACTAMICOS

Esses antibioticos, produzidos por via fermentativa sdo geralmente
recuperados com uma sequéncia de operacdes que podem variar de acordo
com as propriedades dos antibidticos assim como dos processos requeridos.
Tradicionalmente, as operacdes incluem separacao solido/liquido, extracdo de
caldo filtrado e cristalizacdo de antibioticos em pontos isoelétricos (VIEIRA,
2006). Por essa razéo, os diversos métodos se baseiam na exploracdo das
caracteristicas fisico-quimicas da molécula sintetizada, como hidrofobicidade,
carga superficial, peso molecular, bioespecificidade quanto a ligantes (ions
metalicos), pl (ponto isoelétrico) e sua estabilidade (BARROS, 2008).

A precipitagdo usando solventes organicos é o processo que tem sido
utilizado na industria para a separacao da penicilina G do meio fermentado. E
os principais solventes aplicados sdo acetona, acetato de amila, acetato de
butila, o0 hexano, entre outros (TREYBAL, 1980). Uma vantagem dessa técnica
€ gque pode ser operada continuamente (BARROS, 2008).

Em experimento, BARROS (2008) primeiramente ajustou pH da
solucdo que continha solvente orgéanico, 4gua e a molécula de interesse. O pH
da fase aquosa ajustado foi 2 — 2,5, com a finalidade de extrair a penicilina do
solvente (fase organica). O extrato segue para ser tratado com uma solucéo
padrdao de pH 6, com a finalidade de obter uma solucdo aquosa rica em
penicilina. Antes do proximo passo, ajustar o pH novamente com um &cido,
para atingir pH baixo, e a penicilina € novamente extraida pelo solvente,
obtendo-se ao final uma solucédo concentrada de alta pureza. Essa metodologia
€ complexa, pois a penicilina degrada rapidamente com a reducéo do pH, para
a extracdo em temperatura ambiente € necessario realizar rapidamente a
transferéncia para o pH baixo.

OLIVEIRA et al. (2009) estudou um processo de reciclagem que gera
Cefamicina C pura e com alto rendimento, patenteado por SCHUBERT (1980),
que ajustou o pH do caldo fermentado para valor entre 1,8 — 2,5 e em seguida
submete a filtracdo. O filtrado é passado em cromatografia de troca idnica,
utilizando uma coluna catibnica e lavando a coluna com &gua. A fase
estacionaria € eluida com solucdo de NaCl 10%. Ajusta-se o pH do eluido para

7, abaixa-se a temperatura. Este procedimento pode ser repetido de 10 a 15
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vezes. Esses estudos comprovam que esse processo € mais eficiente quando
comparado ao processo de adsorcao ou de troca idnica sequencial

Um estudo patenteado descreve um procedimento para purificacdo de
cefamicina C, iniciando com centrifugacao ou filtracdo do caldo fermentado,
ajusta-se o pH para 7 — 8 e em seguida o submete a cromatografia de troca
cationica com resina Diaion PA 406, e na sequéncia elui-se com NaCl 0,5 M
(KAMOSHIGARA et al., 1981).

De acordo com OLIVEIRA et al. (2009) apos a etapa de filtracéo,
técnicas como extracao liquido-liquido e/ou cromatografia, como a permeacéo
em gel, podem ser aplicadas. BARBOZA et al. (2002) estudou que para
cefalosporinas, por serem antibiéticos hidrofilicos, essa extracdo ndo é muito
eficiente devido sua solubilidade alta em agua e sugere o0 uso de adsorcao em
resinas nao funcionais para a extracao do antibiético do meio fermentado.

CHARCOSSET (2006) relata em seus trabalhos a utilizacdo de
ultrafiltracdo com filtros de 0,45 — 0,22 um, e como vantagem dessa utilizacao
sao os satisfatorios valores de recuperacdo com altos rendimentos, decorrente
de uma didlise. OLIVEIRA et al. (2009) completa ainda que o processo de
ultrafiltracdo € bastante utilizado para a retirada de macromoléculas
interferentes a etapas seguintes do processo. E sugere que também pode ser

aplicado para remocao de emulsificacdo formada em caldos de antibidticos.

3.3 ENZIMAS

As enzimas sdao denominadas biocatalisadores, por serem catalisadores
de composi¢do organica e responsaveis por intermediar reacbes bioquimicas
nos sistemas vivos. Apresentam estrutura proteica, podendo ser constituidas
unicamente de unidades especificas de aminoacidos (holoproteinas), ou
possuirem parte nao protéica (heteroproteinas) denominada cofator, que €
essencial a atividade catalitica a ser exercida (MOLINA et al., 2013).

Quando comparadas com catalisadores quimicos, as enzimas
apresentam maior viabilidade devido a sua especificidade expressa para cada

substrato ou para cada tipo de reacdo (SANT’ANNA JR., 2001). Apresentando,
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portanto ampla aplicacdo e garantindo altas taxas de conversdo, sem a

formacao de subprodutos muitas vezes indesejados.

A nomenclatura das enzimas apresenta homes caracteristicos capazes
de fornecer informacdes sobre as reagbes que elas catalisam. Sua
classificacdo € importante para que possam ser divididas e caracterizadas de

acordo com suas atividades.

As enzimas podem ser obtidas de diversas fontes vegetais, animais e
microbianas. Essas enzimas provenientes de fontes animais e vegetais podem
apresentar inconvenientes devido ao fato das matérias primas serem limitadas,
e essa baixa disponibilidade impede a expansao de sua utilizagdo. Limitacbes
como essa fizeram necessarios processos alternativos de producao enzimatica,
assim a obtencao por fermentacdo microbiana comecou a ganhar destaque até
atingir nivel de producéo industrial (MOLINA et. al, 2013).

Independente da sua fonte, as enzimas sédo produzidas no interior da
célula, mas algumas séo excretadas para atuarem na regido extracelular. Com
base no local de acdo elas sado classificadas em dois tipos: intracelular

(endoenzima) e extracelular (exoenzima) (MOLINA et. al, 2013).

As enzimas extracelulares tém como principal funcdo alterar
determinados nutrientes possibilitando sua entrada pela membrana celular,
basicamente essa atividade consiste em hidrolisar compostos de grande peso
molecular em moléculas menores. Para atuarem no meio extracelular, elas
devem estar aptas as caracteristicas fisicas e quimicas deste meio. E em
virtude de sua alta aplicacdo, € necessario que a célula as produza em grande
quantidade, sendo as enzimas extracelulares mais viaveis a utilizagéo industrial
comparado as intracelulares (SANT'ANNA JR, 2001).

Em um amplo campo de aplicacbes, as enzimas podem ser Uteis
melhorando a qualidade e facilitando a obtencdo de um produto, ou produzindo

um intermediario dentro de um processo no qual este é dificil de obter
quimicamente (NETO, 2001).

As enzimas tém sido utilizadas em diversos segmentos industriais, entre

eles pode-se citar: industria alimenticia, de bebidas, detergentes, téxtil, couro,
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medicamentos, cosméticos, entre outros. As maiores consumidoras estao
mostradas na Tabela 3. Além de também serem de uso médico, analitico e
cientifico. As principais enzimas presentes nas industrias hoje sdo: a-amilase,

glicoamilase, glicose isomerase e varias proteases (MOLINA et al., 2013).

Tabela 3 Principais industrias consumidoras de enzimas (NETO, 2001).

Inddstria Consumo em %
Detergentes
40 - 45
Processamento de
amido 20 -25
Laticinios 12 -15
Cervejarias 2-4
Sucos de frutas e 3-5
vinho
1-2
Panificacao
4-6
Téxtil e papel
pap 1_2
Couro
6-10
Outras

Abordaremos mais especificamente sobre as enzimas amiloliticas e sua
aplicacao na industria alimenticia, ja que aproximadamente 30% do consumo
mundial de enzimas encontra-se direcionado para a produgcdo de amido
hidrolisado, que pode ser encontrado em diversos ramos dentro da industria
alimenticia, como nos adogantes, nos alimentos para bebés, na panificacéo, na

cerveja, no alcool e nas bebidas destiladas (MOLINA et al., 2013).
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3.3.1 INDUSTRIA ALIMENTICIA: ENZIMAS AMILOLITICAS

As enzimas presentes na industria alimenticia podem ser classificadas
em: Amiloliticas (producdo de amido hidrolisado), Lipoliticas (reacbes de
bioconversdo), Proteases (catalisam reacdo de hidrolise de proteinas),
Pectinases (degradacao de pectinas, que sdo moléculas longas e complexas) e
B-alactosidade (hidrolisa a lactose do leite) (MOLINA et al., 2013).

As enzimas amiloliticas constituem uma classe de hidrolases,
responsaveis pela degradacdo do amido, e podem ser encontradas em micro-
organismos, vegetais e animais. As amilases sdo empregadas em hidrolises e
modificacdes de matérias-primas e produzem xaropes com altos teores de
frutose e etanol. Basicamente, classifica-se as amilases em quatro grupos

capazes de converter o amido (MOLINA et al., 2013):

a) Endoamilases: Como produtos finais da acdo dessa classe de
enzimas, tém-se oligossacarideos de tamanhos variaveis podendo

ser ramificados. Sao conhecidas como a-amilases.

b) Exoamilases: Agem sobre a extremidade nao redutora da amilose ou
amilopectina, liberando apenas moléculas de glicose ou maltose e —

dextrose. Conhecidas por B-amilases

c) Desramificadoras:  Degradam  exclusivamente  amilopectinas,

liberando polissacarideos lineares longos.

d) Transferases: Clivam uma ligacao glicosidica a-1,4 de uma molécula
doadora e transferem parte do doador para um aceptor glicosidico

com a formacao de uma nova ligagao glicosidica.

A acao especifica de uma a-amilase ou uma B-amilase em um amido e
seus componentes depende da presenca no mesmo de ions, do pH e da
temperatura em que estad. Essa diferenca € também esclarecida sabendo a
origem da enzima, a-amilase de vegetais superiores geralmente sdo estaveis
em pH 5,5 — 8, portanto o pH 6timo dessa enzima é entre 4,5 e 6. A sua

inativacao irreversivel ocorre em pHs menores que 4,5. J4 o pH 6timo para a
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atividade da p-amilase é geralmente na faixe de 4 a 6. Essa enzima €

relativamente estavel em &cido com pH acima de 3,6 (BRENA, 1996).

Uma aplicacdo é a conversdo do xarope de glicose em frutose,
catalisada pela glicose isomerase. A conversdo maxima de frutose é de
aproximadamente 55%, sendo assim o produto final € conhecido como xarope
com alto teor de frutose, e € amplamente utilizado como adocante (MOLINA et
al., 2013).

Outra aplicacdo é na industria panificadora, na qual é adicionada
amilase ao processo com a finalidade de produzir pequenas moléculas de
dextrina, que durante o processo serdo fermentadas pelas leveduras neste
adicionadas. Essa adicao resulta no aumento de volume da massa preparada e
melhora na textura do produto, resultando no aumento do miolo do péo e
diminuicdo da sua umidade. E ainda, amilases maltogénicas produzem
maltose, maltotriose e maltotetralose, capazes de aumentar a vida de prateleira
dos produtos e diminuirem a retrodegradacéo do amido (MOLINA et al., 2013).

Por outro lado, a amilase também pode causar efeito indesejado em
alimentos in natura. Por exemplo, nas batatas ela catalisa o equilibrio entre o
amido e o agucar presentes naturalmente causando escurecimento durante seu
preparo. Uma solucdo € manter a baixas temperaturas, prevenindo que essa
conversdo (amido em acgucar) ocorra. Esse fenbmeno também pode ocorrer em

outros alimentos ricos em carboidratos (MOLINA et al., 2013).

As enzimas amiloliticas sdo enzimas de fontes vegetais, por isso
apresenta a limitagdo de matérias primas, essa baixa disponibilidade impedia a
expansao de sua utilizacdo. Fizeram-se necessarios processos alternativos de
producdo enzimatica, como obtencéo por fermentacdo microbiana. O processo
industrial de producdo de enzimas microbianas, em geral, pode ser mais
controlado e padronizado quando comparado aos processos que fazem uso de
matérias primas in natura, principalmente os que sao sazonais. Além de
permitir a utilizacdo de matérias primas mais baratas e mais acessiveis
(MOLINA et al., 2013).
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Em sintese, esse processo fermentativo € um bioprocesso, consistindo
em etapas: tratamento da matéria-prima, escolha do micro-organismo
adequado e fermentacao, e recuperagao e purificacdo da enzima, finalizando
com os tratamentos finais (SANT’ANNA JR., 2001).

A fermentacdo no estado solido utilizando substrato de baixo custo e alta
disponibilidade tem sido bastante empregada, principalmente para a obtencéo
de produtos de importancia comercial (SPIER, 2005).

3.3.2 PURIFICACAO DE ENZIMAS AMILOLITICAS

Muitas técnicas podem ser empregadas para a recuperacdo das
enzimas na forma de um produto final. Se a enzima encontrar-se no meio
extracelular podem ser recuperadas por centrifugacao, filtracdo, precipitacédo
fracionada, cromatografia, liofilizacdo ou a combinacdo de outros métodos. Ja
as enzimas intracelulares, terdo que ser extraidas por rompimento celular, mas
essa técnica de recuperacdo diminui o rendimento, pois parte da enzima pode
ficar retida na massa celular. Quando isso ocorre, a extracao dessa parte pode
ser por precipitacdo com solventes orgéanicos (acetona, alcodis) ou por
precipitacdo com sulfato de amdnio, ou por ultrafitracdo (SPIER, 2005). A
escolha dessas operacOes é especifica e sera feita pela natureza do meio
fermentativo e pelas propriedades fisicas e quimicas da enzima.

Deve-se levar em conta o grau de necessidade de refinamento do
produto em questdo, as condi¢cdes praticas, a disponibilidade de algumas
operacbes e equipamentos da planta industrial. Vale-se certificar das
possibilidades de reciclagem do material e da opcédo de eliminacdo dos
produtos indesejados (MOLINA et al., 2013).

Pelo fato das amilases geralmente ocorrerem em formas hidrossoluveis,
sua extracao é simples, usa-se em geral fazer através de solugcdes tampéao, tais
como fosfato de sodio ou acetato de sodio ou utilizando-se cloreto de célcio e
agua. Deve-se manter o pH em torno de 4,5 para prevenir sua inativagdo. Na
sequéncia, um tratamento térmico pode ser considerado mais uma etapa de
purificacdo, na qual as enzimas termolabeis serdo removidas por inativacao

térmica do extrato bruto, o que geralmente a 70°C (MOLINA et al., 2013) .
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SANABRIA (2005) fez uso da inativacéo seletiva para a purificagdo de a-
amilases e separagao de B-amilases termoestaveis, que pode ser feito com a
diminuicdo do pH para valores menores que 4 para inativagdo a-amilases, ou

tratamento térmico a 70°C e pH neutro para inativagao 3-amilases.

Precipitacdo fracionada € utilizada para separar solucdes concentradas
de grandes volumes. Faz-se uso de sais, como sulfato de amonia, ou fazendo-
se uso de solventes organicos, como etanol e acetona. Deve ser realizado em
baixas temperaturas para minimizar a inativacdo das enzimas, supersaturacao
do sol ou até mesmo concentracdo elevada do solvente orgéanico (ZIEGLER,
1999).

Diversos métodos tradicionais podem ser aplicados para purificacdo de
amilases, contudo por ocorrer como isoenzima € que limita essa utilizacdo. A
cromatografia de troca ibnica é o método mais utilizado para separacéo,
usando a coluna de Resina DEAE-celulose (dietilaminoetil celulose) — uma
coluna carregada positivamente, em que 0s granulos presentes nessa coluna
bloqueiam a passagem de proteinas com cargas negativas - foram amplamente
utilizadas para a separacdo das amilases provenientes de cereais. A coluna
DEAE-Sephadex foi empregada como boa resina de troca ibnica, com a
finalidade de purificar enzimas de malte (SANABRIA, 2005).

O método de precipitacdo por salting out € um método de facil preparo e
baixo custo. Nesse processo, 0s sais terdo efeito pronunciado na precipitacao
das enzimas, pois em concentracdes reduzidas eles sdo capazes aumentar a
solubilidade de muitas enzimas. Por outro lado, se a forga ibnica for
aumentada, essa solubilidade se reduz gradativamente. Portanto, em forgas
ibnicas elevadas, em medidas adequadas, uma proteina pode ser quase que
precipitada por completo, caracterizando o método de salting out. Contudo,
esse processo € complexo, devida as complexas interacdes fisico-quimicas
envolvidas. Um dos fatores que caracteriza esse fato € que a concentracdo
elevada de sais pode acabar removendo as moléculas de agua presentes nas
moléculas de proteinas que compdem as enzimas, 0 que reduz a sua
solubilidade (LEHNINGER, 1993; SPIER, 2005). Esse efeito é o resultado da

competicdo entre o sal e a enzima pelas moléculas de agua necessarias para
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suas respectivas solubilizacbes. Nessas condicbes as interacdes entre
moléculas protéicas acabam sendo mais importantes que as interagées agua —
proteina, resultando na agregacédo das moléculas protéicas (CHEFTEL, 1989).
SPIER (2005) fez a precipitacdo conforme descrita acima utilizando
(NH4)2S04, e a precipitacdo foi efetiva para a enzima, mas produziu perda
elevada da atividade aplicada. O experimento foi realizado em triplicata, mas
detectou-se mesmo baixa recuperacao da enzima. Ela baseou-se em SOUZA
(1996) que conseguiu uma recuperacao de aproximadamente 70%, fazendo o
uso do mesmo sal para a enzima a-amilase. SPIER (2005) entdo verificou que
era necessario fazer uma otimizacéo desse processo, variando a concentracao
do sal, a temperatura, o tempo do processo e a velocidade de centrifugacao.
Precipitacdo utilizando glicogénio € um método padrdo aplicavel para
amilases de diferentes fontes (BRENA, 1998). KRUGER E TKACHUK (1969)
isolaram quatro a-amilases do trigo fracionando com solvente organico —
acetona, precipitando com glicogénio e cromatografia de troca idbnica. Enquanto
amilases do suco digestivo de larvas que se alimentaram de algoddo foram
purificadas e 30% foi recuperado usando precipitacdo fracionada com sulfato
de amonio, precipitagdo por etanol, precipitagdo por complexo de glicogénio e
cromatografia em gel. Concluiu-se que o uso precipitacdo da amilase por

glicogénio atingiu os maiores graus de purificacdo (BRENA, 1998).

A pureza e o rendimento alcancado dependem do numero de passos e
técnicas empregadas. Cromatografia por afinidade € o método chave para
preparacdo de amilases homogéneas, tanto isoladamente quanto quando
combinado a outras técnicas. Contudo essa técnica tem alto custo, sendo mais
frequentemente aplicada em nivel de laboratorio. A técnica de separagao por
tamanho de particula (permeagdo em gel) é utilizada para amilases de
tamanho ligeiramente diferentes, o que ndo é possivel separar usando uma
cromatografia por afinidade. Enzimas extraidas de brotos de diversas plantas e
as de origem microbiana pode ser com baixas pressoes purificadas com HPLC,
gue produz um resultado rapido e quantitativo para analise de diversas formas
de a-amilase. Colunas porosas apresentem diversas vantagens, com fluxos
altos de eluicéo eles apresentam boas resolucdes e o equilibrio da coluna com

o solvente é rapido, possibilitando reciclo do mesmo (BRENA, 1998).
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O uso de diversas técnicas formando uma estratégia sequencial para o
processo pode efetivamente economizar tempo, minimizar o trabalho de cada

operacao unitaria e aproveitar de forma otimizada os recursos disponiveis.
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4 CONCLUSOES E COMENTARIOS FINAIS

Junto ao avanco gradativo da biotecnologia, a &rea de pesquisa e
desenvolvimento da microbiologia industrial vem crescendo, alinhando
processos fermentativos com bioprocessos. Este trabalho estudou a aplicacéo
e a importancia desse avanco através das variadas técnicas de purificacao de

biomoléculas, resultantes da fermentacéo, e suas aplicacdes.

A etapa de downstream se mostrou importante, pois nela diversas
técnicas de purificacdo sdo aplicadas, com o intuito de se obter o produto mais
puro possivel e com uma viabilidade econémica de acordo com as exigéncias
de mercado. Isso porque, alguns processos exigem extrema pureza de seus
produtos finais como, por exemplo, enzimas e antibiéticos, que sao aplicados
nos mais diversos ramos industriais: alimenticio, farmacéutico, cosméticos,
detergentes entre outros, e exigem sua forma mais pura evitando reacodes

indesejadas com possiveis residuos da etapa de fermentacao.

7

A combinacdo das técnicas a serem aplicadas € baseada
fundamentalmente nas caracteristicas fisico quimicas das biomoléculas, de
maneira a atingir a maior pureza e ao mesmo tempo evitar ao maximo alterar a
sua estrutura quimica e/ou sua atividade biol6gica. Essa combinacéo pode ser
de diversas técnicas (centrifugacdo e na sequencia cromatografia, por
exemplo) ou também da repeticdo de uma sequéncia de técnicas, como na
purificagdo de antibidticos B-lactamicos quem mantém sua atividade bioldgica
apos 15 repeticbes seriadas de um processo compreendendo filtragdo e

cromatografia.

Na purificacdo das enzimas amiloliticas, as etapas sequenciais para
enzimas extracelulares apresentadas podem ser centrifugacdo, filtragcéo,
precipitacdo fracionada, cromatografia, liofilizacdo ou a combinacdo de outros
métodos. Ja para enzimas do meio intracelular, técnicas de por rompimento
celular precisarao ser aplicadas. Apesar da necessidade de realizar esta etapa,
deve-se levar em conta que essa técnica diminui o rendimento, pois parte da

enzima pode ficar retida na massa celular. A técnica de precipitacéo fracionada
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€ utilizada para separar solu¢cdes concentradas de grandes volumes.O método
de precipitacédo por salting out, é aplicavel, de facil preparo e baixo custo, mas
a concentracao de sais deve ser controlada evitando removendo as moléculas
de agua presentes na sua estrutura, evitando reduzir sua solubilidade o que
acarretaria na perda elevada da sua atividade. A cromatografia por afinidade é
o método chave para preparacdo de amilases homogéneas, comumente feita
associada a outras técnicas. Contudo seu alto custo limita sua aplicagdo a nivel
de laboratério. Ja a técnica de separacéo por tamanho de particula (permeacao
em gel) é utilizada para amilases de tamanho ligeiramente diferentes, aplicada
ao que nao é possivel separar usando uma cromatografia por afinidade.

Enquanto para antibiéticos B-lactamicos, basicamente os métodos de
purificacdo de antibiéticos sdo baseados em variacdo de pH seguido de
cromatografias de troca catiénica, podendo ser aplicadas diversas resinas nas
colunas e a fase mdvel eluida com solucdes salinas. Essas técnicas nao
alteram a atividade biolégica da mesma. Outros estudos mostraram a utilizacao
de filtracao, ultrafiltracdo e centrifugacdo em etapas que procedem a etapa de
purificacdo de alta resolucéo.

Pode-se concluir com este trabalho a extrema importancia das
caracteristicas fisico-quimicas das biomoléculas para a escolha das técnicas e
sequencia de técnicas para a etapa de purificacdo assim como sua viabilidade

econdmica.
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