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RESUMO

NASCIMENTO, P. A. Extracéo de lipase da améndoa do pequi e purificacdo parcial
por sistemas aquosos bifasicos. Itapetinga-BA: UESB, 2020. 103p. (Dissertacdo — Mestrado
em Engenharia e Ciéncia de Alimentos). *

O interesse industrial por tecnologias envolvendo o uso de enzimas tem ganhado espaco ao
longo dos anos, sendo as lipases uma das trés hidrolases mais comercializadas no mundo em
virtude das suas mdaltiplas aplicagdes. Tais enzimas podem ser encontradas em vegetais,
animais e microrganismos, sendo a lipase vegetal uma boa alternativa para exploragédo
renovavel. Dentre elas, uma fonte em potencial a ser estudada é a améndoa do pequi, uma
oleaginosa de alto valor nutricional que ainda é pouco explorada comercialmente devido a
dificuldade de separacdo dos demais componentes estruturais do alimento. Nesse contexto,
objetivou-se no trabalho em questdo a extracdo de lipase obtida a partir da améndoa do pequi,
particionando-a em sistemas aquosos bifasicos compostos por polietilenoglicol/isopropanol,
sulfato de aménio e agua. ApoOs seu preparo, o substrato foi submetido a testes iniciais
utilizando-se trés solucbes extratoras diferentes (sulfato de amonio, sulfato de aménio +
tween 80 (0,25%) e sulfato de aménio + CaCl, (1%)) a fim de avaliar o meio com melhor
eficiéncia. Em seguida, as condi¢Oes do processo de extracdo foram otimizadas a partir da
avalicdo do efeito das variaveis independentes tempo e volume de solucdo extratora sobre a
atividade enzimaética e recuperacdo de proteinas (%). Por fim, a lipase contida no extrato
enzimatico obtido a partir da melhor solucdo extratora testada e dentro das condi¢des 6timas
de extracdo foi submetido ao particionamento por sistemas aquosos bifasicos formados por
PEG 4000/Isopropanol, Sulfato de aménio e dgua na temperaturas de 25°C e 35°C, onde uma
parte do extrato foi aplicada diretamente nos sistemas (extrato bruto) e a outra parte foi
previamente submetida a etapa de precipitacdo por sulfato de aménio (precipitado). O teste de
comparacdao entre médias (teste de Tukey) identificou diferenca significativa com valores
maximos de atividade enzimatica especifica (8,17 U/mg) para (NH,4).SO, e atividade
enzimatica total (447,23 U) e recuperacdo de proteinas (57,97%) para (NH,4),SO, + tween 80,
optando-se por otimizar as condi¢bes de extracdo para as duas solugbes. O planejamento
experimental demonstrou efeito significativo dos parametros tempo e volume nas varidveis
resposta atividade enzimatica (U) e recuperacdo de proteinas (%) para ambas as solucbes
extratoras, onde a solugdo composta apenas por sulfato de amonio apresentou resultados com
menor variabilidade estatistica (R? superior), e por isso foi selecionada como meio para
extracdo da lipase. Os valores 6timos de tempo e volume para se obter méxima atividade
enzimatica (Aet = 800,03 U) foram fixados em 20 minutos e 2,25 mL de solucédo extratora. No
processo de particdo por sistemas aquosos bifasicos, observou-se que o sistema composto por
Isopropanol e Sulfato de amonio (extrato bruto) a 25°C obteve os melhores resultados para
coeficiente de particdo de atividade enzimatica (K. = 0,053) e de proteinas (K, = 2,333),
recuperacdo teorica (%Y = 86,391), seletividade (S = 0,023) e fator de purificacdo (FP =
4,479), alem da energia livre de Gibbs de transferéncia indicar que o particionamento foi
espontaneo (AG = -7,264). Portanto, conclui-se que os processos de separacdo solido-liquido
utilizando sulfato de aménio como solucdo extratora e de purificagdo utilizando Isopropanol-
Sulfato de aménio a 25°C estabelecidos no presente experimento sdo vidveis para a extracao
de lipase a partir da améndoa do pequi.

Palavras-chave: Enzimas; processos downstream; sistema aquoso bifasico.
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Orientador(a): DSc. UESB. Renata Cristina Ferreira Bonomo; Co-orientadores: DSc. UESB.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, P. A. Extraction of lipase from pequi seed and partial purification by
aqueous two-phase systems. Itapetinga-BA: UESB, 2020. 103p. (Dissertation — Master’s in
Engineering and Food Science). *

Industrial interest in technologies involving the use of enzymes has more space in the last
years, where lipase is one of the three best selling hydrolases in the world due to its multiple
applications. These enzymes can be found in plants, animals and microorganisms, and plant
lipase can be seen as a good alternative for renewable exploration. A potential source of study
IS pequi seed, a high nutritional value oilseed that is still little explored commercially due to
the difficulty of separating the structural components of the food. In this context, the objective
of this work was the extraction of lipase produced from pequi seed, besides partition using
aqueous two-phase systems composed of polyethyleneglycol/isopropanol, ammonium sulfate
and water. After substrate preparation, it was subjected to initial testing using three different
solutions (ammonium sulfate, ammonium sulfate + tween 80 (0.25%) and ammonium sulfate
+ CaCl, (1%)) in order to evaluate the compound with better extraction capacity. Conditions
of the extraction process were optimized by evaluating the effect of the independent variables
time and solute: solvent ratio (m/v) on enzymatic activity and protein recovery (%). Finally,
the lipase obtained from the best extraction solution tested within optimal conditions of
extraction was partitioned by aqueous two-phase systems formed by PEG 4000/Isopropanol,
ammonium sulphate and water at temperatures of 25°C and 35°C, where part of the extract
was applied directly to the systems (crude extract) and the other part was previously
submitted to the precipitation step by ammonium sulfate (precipitate). The mean comparison
test identified significant difference with values of specific enzymatic activity (8.17 U/mg) for
(NH4)2SO,4 and enzyme activity (447.23 U) and protein recovery (57.97%) for (NH4),SO4 +
Tween 80. Therefore, it was concluded by optimizing the extraction conditions for both
solutions. The experimental design showed significant effect of the time and volume
parameters on response variables enzymatic activity (U) and protein recovery (%) for both
extractor solutions. The solution composed only of Ammonium sulfate showed results with
less statistical variability (higher R?) and for that reason it was selected for lipase extraction.
The optimal values of time and volume to obtain maximum enzymatic activity (A¢ = 800.03
U) were fixed in 20 minutes and 2.25 mL of extraction solution. In partition process, it was
observed that the system composed by Isopropanol and Ammonium sulphate (crude extract)
at 25°C obtained the best results for partition coefficient of enzymatic activity (Ke = 0,053),
partition coefficient of protein (K, = 2,333), recovery (%Y = 86,391), selectivity (S = 0,023)
and purification factor (FP = 4,479) with a spontaneous process indicated by Gibbs free
energy of transfer (AG = -7,264). Therefore, it can be concluded that the solid-liquid
separation process using ammonium sulfate as extraction solution and purification using
Isopropanol-Ammonium sulfate at 25°C presented in this study are viable for lipase extraction
from pequi seed.

Keywords: Aqueous two-phase systems; downstream process; enzymes.
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1. INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol hidrolases (E.C. 3.1.1.3)), enzimas pertencentes ao grupo das
hidrolases, possuem como principal funcdo biologica a catalise de reacbes de hidrolise,
esterificacdo e transesterificacdo (LOPES et al., 2011). Em geral, ndo necessitam de cofatores,
atuam em ampla faixa de pH e sdo estaveis em altas temperaturas. Além disso, possuem
elevada especificidade e seletividade, caracteristicas que as tornam o terceiro grupo em
vendas de enzimas no mundo, devido as suas multiplas aplicacbes na inddstria, como de
detergentes, alimentos, farmacos, producdo de biodiesel e tratamento de efluentes
(ANDUALEMA e GESSESSE, 2012; REINEHR et al., 2014; ANGAJALA et al., 2016).

Tais enzimas podem ser encontradas em vegetais, animais € microrganismos, onde a
principal fonte para aplicacdo comercial é a microbiana, por ser considerada mais estavel e
apresentar maior facilidade de aumento de escala. No entanto, o tempo e 0 nimero de
operacOes unitarias elevados destinados ao isolamento e purificagdo de biocatalisadores
provenientes de microrganismos e animais podem restringir sua utilizacdo (MESSIAS et al.,
2011; ALVES et al., 2017). Em contrapartida, as lipases de origem vegetal apresentam a
possibilidade de obtencdo a partir de etapas de extracdo e purificacdo realizadas por técnicas
simples e de baixo custo, podendo se tornar uma alternativa para a inddstria (KAPOOR e
GUPTA, 2012).

Dentre as enzimas lipoliticas produzidas a partir de vegetais, uma fonte em potencial a
ser estudada é a améndoa do pequi. O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) é amplamente
encontrado no cerrado brasileiro, segundo maior bioma da América do Sul, que ocupa
aproximadamente 2 milhdes de km? do territério nacional. No ano de 2016, mais de 20 mil
toneladas do fruto foram produzidas no pais, indicando 0 mesmo como uma importante opgao
de renda e alimentacdo para as populagdes residentes nas regides extrativistas (AMORIM et
al., 2016; LEAO et al., 2017; LEAO et al., 2018).

O pequi é composto por améndoa, polpa, espinhos e casca, onde as fontes alimentares
estdo concentradas nos dois primeiros componentes estruturais, que podem ser utilizados
industrialmente ou na culindria (OLIVEIRA et al., 2008). A améndoa é uma oleaginosa
encontrada no interior do pequi ainda pouco explorada comercialmente. Por ser rica em
lipideos, o que Ihe confere grande valor nutritivo, acredita-se na possibilidade de obtencdo de
uma fonte importante de extracdo de lipase, enzima de forte interesse para a industria de
alimentos. Um dado que ajuda a reforcar essa expectativa € sua estimativa do teor de

proteinas, variando entre 24 e 54%, sendo considerado o mais alto em toda a estrutura do fruto
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(SANTOS et al., 2013; CARDOSO et al., 2019).

O processo de purificagédo de um bioproduto representa grande parte dos custos totais
de producdo, principalmente quando se deseja obter elevado grau de pureza — como ocorre
com as enzimas. Sendo assim, faz-se necessario o desenvolvimento de técnicas que sejam, ao
mesmo tempo, efetivas e econdmicas em sua aplicacdo em larga escala, sem que a atividade
bioldgica da molécula seja perdida. Uma técnica que apresenta tais caracteristicas de forma
conveniente € a particdo em sistemas aquosos bifasicos — 0s SABs (SANTOS et al., 2014).

Os SABs apresentam diversas vantagens, como o rapido equilibrio de fases e
transferéncia de massa, a possibilidade de reciclagem das fases e a boa reprodutibilidade,
embora ainda possuam uma grande desvantagem que € o custo elevado de alguns reagentes
quimicos a serem usados na particdo. Costumam ser muito aplicados em etapas iniciais de
particionamento de enzimas, mas em alguns casos podem até mesmo substituir os classicos
sistemas cromatograficos (CAVALCANTI et al., 2006; BARBOSA et al., 2011).

O processo de extracdo e purificacdo da lipase a partir da améndoa do pequi ainda ndo
foi documentado na literatura. Dessa forma, o trabalho em questéo teve por objetivo realizar
um estudo da extracdo de lipase presente na améndoa do pequi, particionando-a em sistema

aquoso  bifasico composto por PEG/isopropanol, sulfato de amoénio e &gua.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Pequi

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) — conhecido popularmente como piqui, pequia,
améndoa de espinho, grado de cavalo ou améndoa do Brasil — € uma espécie nativa do cerrado
brasileiro. Considerado o segundo maior bioma da América do Sul, o cerrado ocupa
aproximadamente 2 milhdes de km? do territério nacional e esta distribuido entre os estados do
Para, Mato Grosso, Goiés, Distrito Federal, Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Piaui, Ceara e
Maranhdo (MARIANO et al., 2009; AMORIM et al., 2016).

O pequizeiro é uma arvore pertencente a familia Caryocaraceae, que apresenta alcance
de até 12 metros de altura com tronco de aspecto aspero e resistente. As folhas sdo formadas
por trés foliolos com as bordas recortadas, enquanto as flores sdo grandes e possuem coloragao
amarelada. Cada arvore pode produzir em média 6 mil frutos por ano entre 0os meses de
novembro e marc¢o, sendo que algumas espécies podem ser encontradas em outras épocas do
ano (MELO Jr. et al., 2004; OLIVEIRA e SCARIOT, 2010).

O fruto de pequi é composto por exocarpo ou pericarpo (camada fina de casca), de
coloracdo esverdeada ou marrom-esverdeada; mesocarpo externo (camada espessa de casca),
com coloragdo pardo-acinzentada; mesocarpo interno (polpa — porcao comestivel do fruto), de
coloracdo amarelada; endocarpo espinhoso e améndoa, que é revestida por um tegumento fino e
marrom, também considerada uma por¢cdo comestivel do pequi. A camada espinhosa é a
responsavel pelo nome dado ao fruto, originado do tupi “pyqui”, onde “py” significa casca e
“qui” significa espinho (ALMEIDA e SILVA, 1994; LIMA et al.,, 2007). Na Figura 1, ¢
possivel visualizar a estrutura do pequi em suas divisdes.

Exocarpo

Mesocarpo

interno
Mesocarpo

externo
Endocarpo
espinhoso
Mesocarpo

interno
Améndoa

Figura 1: Estrutura do fruto do pequi.
Fonte: préprio autor.
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Embora apresente diversas aplicacfes e corresponda a uma significativa area geografica,
a cultura do pequizeiro ndo possui cultivo comercial, onde a exploracdo ainda é basicamente
extrativista e pouco industrializada. O espinho presente em seu interior € um fator
determinante para essa dificuldade na comercializagdo, visto que impede a remocao eficiente
da polpa e da améndoa. De todo modo, a extracdo do fruto é uma importante opcao de renda e
alimentacédo para as populacfes que residem nessas regifes, através da utilizacdo in natura ou
de derivados (OLIVEIRA et al., 2008).

Dentre os produtos derivados do pequi, sdo encontradas aplicacGes para diferentes
segmentos. A polpa € utilizada na culinaria regional, por exemplo, na fabricacdo de licor e na
elaboracéo de pratos tipicos, como o arroz com pequi. A améndoa é usualmente abordada
como ingrediente de farofas, doces e pacgocas, além de ser consumida salgada como petisco. O
6leo extraido da polpa € empregado na culinaria; na industria de cosmeéticos, produzindo
sabonetes e cremes fortificantes para pele; e na medicina popular, ja que seu efeito tonificante
combate a bronquite, gripe e resfriado. Por fim, a separacdo das porc¢des alimentares fornece
como residuo a casca do pequi, componente que pode oferecer uma farinha de sabor distinto e
caracteristico com alto teor de fibra alimentar (CARRAZZA e AVILA, 2010; LIMA et al.,
2007; SANTOS, et al., 2013; LEAO et al., 2017).

Polpa e améndoa, fontes alimentares do pequi, sdo componentes estruturais ricos em
fibras e minerais, principalmente zinco, cobre e fésforo, o que as tornam importantes aliadas
na nutricdo humana (Tabela 1). Por ser uma oleaginosa, a améndoa possui alto teor de
lipideos, e destaca-se também no alto teor de proteinas, sendo este considerado o mais alto em
toda a estrutura do fruto (BIDERMAN, 2009; OLIVEIRA et al., 2010; CARDOSO et al.,
2019). Tais informacdes ajudam a embasar a proposta de que a améndoa do pequi pode conter
potencial para producdo de lipase, enzima de forte interesse para a industria de alimentos.

Tabela 1 — Composicdo quimica centesimal da polpa e améndoa do pequi expressas em
matéria seca.

Constituintes Polpa Améndoa
Umidade (%) 76,0 35,0
Cinzas () 2,0 50
Proteinas (g) 6,71 24,6
Lipideos (g) 61,79 42,2
Carboidratos (g) 37,5 28,2

Fonte: OLIVEIRA et al., 2008.
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2.2 Lipase

As lipases (triacilglicerol hidrolases (E.C. 3.1.1.3)), enzimas pertencentes ao grupo das
hidrolases, possuem como principal funcdo bioldgica a catalisagdo da hidrolise de longas
cadeias de triacilglicerol liberando acidos graxos livres, monoacilglicerois, diacilglicerois e
glicerol (GANDRA et al., 2008). A reacdo reversa, que € a sintese de esteres a partir de um
alcool e um &cido carboxilico sob condi¢cdes microaquosas, também pode ser catalisada,
conhecida como esterificagdo. A combinacdo em uma sequéncia logica de hidrolise e
esterificacdo resultam em reagdes denominadas interesterificacoes (LOPES et al., 2011).

Outras reacGes de sintese (Figura 2) que também podem ser estimuladas sdo a
transesterificacdo (troca de grupamentos acila entre dois acilglicerdis), amindlise (sintese de
amidas), aciddlise (transferéncia do grupamento acila entre um acilglicerol e um é&cido
carboxilico), alcodlise (transferéncia do grupamento acila entre um acilglicerol e um alcool),
glicerdlise (interesterificacdo do triacilglicerol com glicerol) e lactonizacdo (esterificacao
intramolecular). As aplicacGes dessas reacfes fazem com que as enzimas lipoliticas estejam
entre os biocatalisadores mais importantes para o uso industrial (OLIVEIRA et al., 2000;
FREGOLENTE et al., 2009).

[a]
. T II
Hidrolise R-C-OR, + HO €—> R-C-OH + R.-OH

o]
. i ]
Esterificacio RCOH + R-OH €—> RCOR + HO

. 1
Alcodlise R-C-OR, + R-OH €—> R-C-OR. + R~OH

o]

o]
I i I i
,-C-OH €—> R-C-OR, + R-C-OH

Aciddlisa R-C-OR, + R

) [}
. i i
Aminolise R-C-OR, + R-NH, €—> R-C-NHR, + R-OH

Q o 0 (o]
. - | ] Il ]
Interesterificagao R—&—{}R: + R-C-OR, «—> R-C-OR, + R-C-OR,

Figura 2: Reac0es catalisadas por lipases.
Fonte: Borrelli e Trono, 2015.

Em geral, tais grupos apresentam estabilidade em solugfes aquosas neutras a
temperatura ambiente, com atividade nos valores de pH entre 4 e 9, sendo o0s valores 6timos

entre 6 e 8, e de temperatura entre 25°C e 70°C, onde a atividade 6tima pode estar entre 30 e
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40°C. Além disso, a lipase pode apresentar peso molecular entre 19 e 75 kDa e é definida
como uma glicoproteina na qual a parte glicosilada hidrofébica circunda o sitio ativo, no que
se conhece por mecanismo de ativacdo interfacial (Figura 3) (LEHNINGER, 2006;
ANDUALEMA e GESSESSE, 2012).

Sitio ativo
Tampafechada Tampa aberta
— /
Conformacdofechada Conformacgdoaberta

W Zonahidrofébica
& Zona hidrofilica

Figura 3: Mecanismo de ativagéo interfacial das lipases.
Fonte: Palomo et al., 2006.

De acordo com Borrelli e Trono (2015), as lipases possuem uma “tampa” de
oligopeptideos que cobre o sitio ativo e o isola do meio reacional, 0 que mantera sua
conformacdo fechada na presenca de uma interface hidrofilica. Em contrapartida, o contato
com um meio hidrofébico faz com que a “tampa” se abra, favorecendo a interacdo entre
substrato e sitio ativo — caracteristica que evidencia a capacidade desse biocatalisador em
atuar apenas na interface 6leo/agua (MANOEL et al., 2015; TACIAS-PASCACIO et al.,
2016).

As enzimas lipoliticas sdo amplamente encontradas na natureza a partir de fontes
animal, vegetal ou microbiana, sendo a Gltima considerada a mais estavel entre as trés, e por
isso, tornou-se a fonte preferencial de obtencdo. As lipases microbianas constituem um
importante grupo de catalisadores devido a versatilidade de propriedades enzimaticas,
obtendo uma série de reacOes passiveis de serem catalisadas. Além disso, sdo amplamente
diversificadas em especificidade do substrato e apresentam facilidade no controle/aumento da
capacidade produtiva dos processos fermentativos, o que as tornam muito atrativas para
aplicagdo na industria. Em contrapartida, o tempo e o nimero de operacfes unitarias elevados
destinados ao isolamento e purificacdo de enzimas provenientes de microrganismos e animais
podem restringir sua utilizacdo (HASAN et al., 2006; ROVEDA et al., 2010; ALVES et al.,
2017).

22



Dos mais de 4000 biocatalisadores conhecidos, cerca de 200 sdo utilizados
comercialmente, sendo grande parte deles de origem microbiana. Pelo menos 75% das
enzimas industrializadas sdo pertencentes ao grupo das hidrolases, ao passo que as lipases
constituem o terceiro maior grupo de venda do mundo, ficando atras apenas das proteases e
carboidrases. A partir disso, o alto potencial para uso industrial faz necessaria a busca por
fontes alternativas de obtencdo dessa biomolécula, onde a fonte vegetal pode se tornar uma
excelente escolha de extracdo sustentavel (MESSIAS et al., 2011; BORRELLI e TRONO,
2015).

Enzimas vegetais tem sido vistas como uma opc¢ao ao uso de enzimas microbianas,
sendo alguns dos fatores que evidenciam essa possibilidade: os processos de extracdo e
purificacdo parcial podem ser realizados a partir de técnicas simples e que apresentam baixo
custo; a purificacdo ndo requer operacfes unitarias complexas; a obtencdo ocorre a partir de
fontes renovaveis; além da presenca de caracteristicas especificas ao seu mecanismo de
funcionamento, como a tipo-seletividade (relaciona-se ao tamanho da cadeia carbdnica e/ou
ao nuamero de insaturacdo do grupo acila) ou regiosseletividade (associada a posicdo da
hidrélise de ésteres de &cidos graxos). Entretanto, devido aos baixos niveis de lipase na sua
fonte nativa, a producdo em larga escala ainda é pouco abordada (PESSOA Jr. e KILIKIAN,
2005; KAPOOR e GUPTA, 2012; EL-HEFNAWY e SAKRAN, 2014).

2.2.1  Lipase vegetal

A lipase de origem vegetal pode ser encontrada nas folhas, flores, caules, sementes ou
frutos de diversos tipos de plantas, mais especificamente em sua fonte de reserva energética.
As sementes sdo consideradas o principal ponto de armazenamento de substancias de reserva,
onde lipideos, carboidratos e proteinas sdo as mais importantes para o seu desenvolvimento.
Os biocatalisadores serdo responsaveis pela conversdo dos macronutrientes essenciais em
compostos metabolizaveis (amido em glicose, triglicerideos em glicerol e acidos graxos, e
polipeptideos em peptideos menores ou aminoécidos) durante a germinacgdo. Por esse motivo,
cereais e Oleos de sementes sdo considerados objetos de estudo preferenciais na extracdo de
lipases vegetais (MARTINS et al., 2007; BON et al., 2008; MOUNGUENGUI et al., 2013).

Diversos trabalhos que abordam a obtencdo de enzimas lipoliticas a partir de fontes

vegetais podem ser encontrados na literatura e séo listados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Lipases obtidas a partir de diferentes fontes vegetais.

Origem Referéncia
Fruto do dendezeiro (Elaeis guineensis) Suwanno et al., 2017.
Latex de mamao (Carica papaya) Riveraetal., 2012.
Farinha de trigo (Triticum spp.) Melis et al., 2017.
Farelo de arroz (Oryza sativa) Brunschwiler et al., 2013.
Gréo de café (Coffea arabica L.) Patui et al., 2014.
Semente de girassol (Helianthus annuus L.) Mehdi et al., 2018.
Semente de mamona (Ricinus communis L.) Aguieiras et al., 2014.

Semente de seringueira (Hevea brasiliensis) ~ Weerasooriya e Gunasekara, 2011.

Fonte: prdprio autor.

2.2.2  Aplicagdes das lipases na industria

Devido as suas multiplas aplicacdes na indUstria, as lipases destacam-se em diversas
areas, como € o caso da industria de detergentes, um dos principais destinos da enzima
comercializada atualmente, atuando como um aditivo, pois facilitam os processos de limpeza
a partir da hidrolise de lipideos e favorecem a solubilizacdo dessas biomoléculas em agua. A
maior vantagem do seu uso em detergentes substituindo os polissulfatos esta na
biodegradabilidade e reducdo de impactos ambientais (POLAINA e MACCABE, 2007;
ANDUALEMA e GESSESSE, 2012; SINGH et al., 2016).

No setor alimenticio, os acidos graxos livres obtidos a partir da hidrolise enzimatica
parcial ou seletiva de 6leos e gorduras de diferentes alimentos conferem aos mesmos sabor e
aroma peculiares de acordo com o tamanho da cadeia carb6nica e grau de insaturacdo. Esse
mecanismo pode ser observado na panificacdo e producdo de bebidas fermentadas, de modo
que a enzima sera responsavel por catalisar o processo de fermentagéo; e no processamento de
carnes, onde também é feita a remocdo do excesso de gordura. Na industria de laticinios, a
lipase atua na reducdo do teor de gordura do leite e na catélise da maturacéo de queijos. Em
todos os exemplos citados, 0 uso do biocatalisador € um fator determinante para 0 aumento da
vida de prateleira dos alimentos (JAEGER e EGGERT, 2002; CASTRO et al., 2004;
GANDRA et al., 2008; KOBLITZ, 2008; CORTEZ et al., 2017).

A enzima ainda pode ser usada como suplemento na alimentagdo de ndo-ruminantes —
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suprimindo deficiéncias enzimaticas e melhorando a utilizacdo dos nutrientes das matérias-
primas que apresentam dificil digestibilidade para os animais —, no tratamento de residuos
gordurosos da inddstria e na produgdo de medicamentos, cosméticos e biodiesel (FERREIRA
et al., 2005; MESSIAS et al., 2011; SARMAH et al., 2017).

2.3 Processos de separacao e purificagao

Os processos de separagdo de bioprodutos, também conhecidos como downstream,
sdo fundamentais na obtencdo de moléculas com alto grau de pureza, tornando-se altamente
aplicaveis e necessarios para a industria. Essas etapas podem representar até 90% dos gastos
com um determinado processo produtivo, fazendo com que o desenvolvimento de um
protocolo eficiente e de baixo custo seja de extrema importancia (PESSOA Jr. e KILIKIAN,
2005; BARBOSA et al., 2011).

Existem diversas técnicas que podem ser empregadas na recuperacdo e purificacdo de
enzimas, como: extracdo com solventes, precipitacdo e separacdo por membrana, que
apresentam alto poder de concentracdo e baixa purificacdo. Por outro lado, métodos mais
modernos — como cromatografias, eletroforese, extracdo em duas fases aquosas e extracdo
com micela reversa — recuperam e purificam com alta eficiéncia (SILVEIRA et al., 2009;
NAJAFPOUR, 2015).

A defini¢do do grau de pureza requerido para uma proteina varia de acordo com a
aplicabilidade da molécula. Proteinas para fins terapéuticos ou uso direto em humanos
necessitam de alta pureza, o que ndo € tdo necessario para aquelas que serdo aplicadas em
processos industriais. A purificacdo de biocatalisadores é composta por diversos estagios,
sendo que, para alcancar o grau desejado, é necessario seguir alguns passos importantes:
remocao de sélidos insoluveis (clarificacdo), isolamento do composto ou purificacdo de baixa
resolucdo, purificacdo de alta resolucdo e polimento ou acondicionamento final do produto.
Para a ampliagdo de escala, 0 método pode conter entre quatro e seis etapas, divididas em:
ruptura de células, separacdo dos fragmentos e concentracao; e purificagdo, utilizando etapas
de pré-tratamento, purificacdo de alta resolucdo e refinamento final (ASENJO, 1994,
MONDAL et al., 2006; ZYDNEY, 2015).

A aplicagéo de processos downstream para enzimas enfrenta algumas dificuldades em
promover sua recuperacao de modo que a atividade biologica seja preservada, o que exige um
elevado numero de etapas de purificacdo. Uma das etapas que demanda maior atengdo é a
selecdo de uma técnica de extracdo e isolamento especifica e compativel ao produto, devido a
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grande sensibilidade apresentada. Sendo assim, € importante controlar constantemente
diversos parametros do processo de acordo com as caracteristicas 6timas da molécula, como
pH, temperatura, pressdo osmatica, entre outros (HABERT et al., 2006; SOUZA et al., 2015).

2.3.1  Extracao sélido-liquido

A extracdo € a etapa inicial de uma série de processos downstream para uma
determinada enzima, onde obtém-se um extrato bruto contendo o bioproduto na forma soltvel.
A escolha do método a ser empregado esté relacionada com as caracteristicas da matéria-prima,
que pode ser uma matriz solida ou liquida (CARTA e JUNGBAUER, 2010).

O método de separacdo de proteinas baseado na diferenca de solubilidade é um dos
mais utilizados e acessiveis para as fases iniciais de purificacdo. Nesse método, os sais
apresentam efeito na solubilidade das proteinas, aumentando-a ou reduzindo-a de acordo com a
concentragéo utilizada. Em baixas concentragdes, os sais aumentam a solubilidade de muitas
proteinas, no que se é conhecido por efeito salting in, ocasionado por alteracGes na tendéncia a
ionizacdo dos grupos R (cadeias laterais) livres dissociaveis da molécula. Ja em concentracfes
elevadas, a solubilidade da proteina tende a diminuir a partir do efeito salting out, onde a
hidratacdo dos ions de sal ira reduzir a disponibilidade de moléculas de &gua que solvatam as
regides hidrofobicas da superficie da proteina. Dessa forma, aplicando-se 0s mecanismos para
processos de separacdo, o efeito salting in pode favorecer a extracdo da enzima, enquanto o
efeito salting out favorece sua precipitacdo (GHOSH, 2006; NAJAFPOUR, 2015).

A capacidade de influéncia dos sais na solubilidade de uma proteina esta também em
sua forca idnica, que, além da concentracéo, esta relacionada com o nimero de cargas elétricas
presentes na estrutura do sal. Contudo, o efeito da variacdo da forca idnica na solubilidade
pode ser diferente para cada tipo de proteina devido ao arranjo tridimensional da molécula e a
forma como os cations e anions encontram-se dispostos (MARZZOCO e TORRES, 2007,
FENNEMA, 2010).

Para enzimas lipoliticas de origem vegetal, a extragdo solido-liquido também se baseia
na solubilidade do soluto com o solvente. O alcance de uma eficiéncia maxima para 0 processo
pode ser obtido a partir do controle de diversos fatores, como concentracdo e tipo de solvente,
presenca de aditivos, temperatura, pH e tempo de extracdo (Tabela 3) (ANVARI, 2015).
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Tabela 3 — Pardmetros de extracao solido-liquido de lipases de origem vegetal.

Fonte Solvente pH T (°C) Atividade enzimatica Referéncia
especifica (U/mg)

Farelo de mamona  Tampdo acetato 0,1M 4.4 37 0,017 Salaberria et al., 2017.
Semente de mamona Acetona - 4 0,600 Corradini et al., 2019.
Semente de baoba Hexano - 4 0,005 Kouteu et al., 2016
Semente de maracujd ~ Tampdéo fosfato de 7,0 37 0,091 Santos et al., 2013.

sodio 0,1M
Semente de Tampdo fosfato de 8,0 25 0,32 Weerasooriya e
seringueira potéssio 0,05M + Gunasekara, 2011.

Triton X-100 (0,1%)

Fonte: prdprio autor.

2.3.2  Extracéo liquido-liquido (ELL)

A extracdo liquido-liquido (ELL) é uma operacdo unitaria que envolve a separacéo de
componentes em solucdo a partir da transferéncia de massa entre dois liquidos parcialmente
ou totalmente imisciveis. A termodindmica enuncia que, se um sistema sofre qualquer
perturbacdo no balango energético e de massa, 0 mesmo tenderd a buscar o equilibrio
termodinamico. Logo, o processo de separacdo é baseado na distribuicdo do soluto entre as
fases devido a sua miscibilidade em relacdo aos liquidos e a busca pelo equilibrio do sistema
(RABELLO, 1999; SANTOS, 1999; SONIYA e MUTHURAMAN, 2015). Dentre os fatores
que podem governar o equilibrio de fases, destacam-se: temperatura, pressdo, natureza

quimica e concentracdo inicial das substancias na mistura (MADURO, 2005).

Nos Ultimos anos, a extracdo entre liquidos vem despertando o interesse em ser usada
como uma etapa intermediaria de separacdo devido as inimeras vantagens que apresenta,
como o alto rendimento, alto grau de purificacdo, seletividade, diminuicdo no nimero de
etapas downstream, simplicidade de operacdo e baixo custo (SELVAKUMAR et al., 2010;
PASSOS et al., 2013). No entanto, a dificuldade encontrada para empregar a ELL esta na
utilizacdo de solventes orgéanicos, que podem causar problemas ambientais e na salde
humana por serem toxicos, inflamaveis e cancerigenos, além de ndo serem adequados para a
separacdo de moléculas biologicas por apresentarem baixa solubilidade nestes sistemas
(ASENJO e ANDREWS, 2011; MAGESTE et al., 2012; WU et al., 2017).

Uma alternativa interessante a extracdo liquido-liquido tradicional, capaz de

solucionar o problema citado anteriormente, seria o principio de particdo em sistemas de duas
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fases aquosas. Os sistemas aquosos bifasicos sdo formados por fases compostas
predominantemente por agua, oferecendo as condi¢fes necessarias para a separacdo de
proteinas e outras biomoléculas, sem que haja mudanca conformacional e, consequentemente,
perda na atividade biologica (COIMBRA e TEIXEIRA, 2009; BASSANI et al.,, 2010;
PASSOS et al., 2013). Essa técnica parece ser aplicada mais eficientemente em etapas iniciais
dos processos de purificagdo, mas em alguns casos podem até mesmo substituir os classicos
métodos cromatograficos (BARBOSA et al., 2011).

2.3.2.1 Sistemas aquosos bifasicos (SABS)

Os sistemas aquosos bifasicos (SABs) sdo conhecidos desde o final do século XIX,
quando Martinus Beijerinck observou a separacdo espontanea em duas fases liquidas limpidas
ao misturar solucdes aquosas de gelatina e 4gar ou amido soltvel em determinadas faixas de
temperatura e concentracdo dos componentes. Concluiu-se entdo, que a fase mais densa era
composta por dgar ou amido enquanto a fase menos densa era enriquecida com gelatina, com
ambas as fases apresentando a agua como componente majoritario (ZHANG e LIU, 2010;
MURARI et al., 2017). Essa descoberta, alinhada a outros estudos propostos ao longo dos
anos, possibilitou o inicio da aplicacdo de SABs em processos de parti¢do e purificacdo de
biocompostos a partir dos trabalhos de Albertson realizados nos anos 50 (ZAFARINI-
MOATTAR e NASIRI, 2010).

Desde entdo, as pesquisas nessa area vém sendo aprofundadas, fazendo dos sistemas
aquosos bifasicos uma importante ferramenta na particdo e/ou concentracdo de compostos
como células animais e vegetais, microrganismos e seus esporos, enzimas, proteinas (Tabela

4), acidos nucleicos, entre outros.
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Tabela 4 — Particdo de biomoléculas em sistemas aquosos bifasicos.
Biomolécula Sistema Referéncia

Lipase PEG e Fosfato de potéssio Padilha e Osoério, 2019.

Liquido idnico e Tetraidrofurano Souza et al., 2015.

Isopropanol e Sulfato de aménio Ooi et al., 20009.
Protease PEG e Citrato de sodio Silva et al., 2017.
Lisozima e Liquido ibnico e Fosfato de Sampaio et al., 2017.
a-lactoalbumina potassio
a-amilase PEG e Fosfato de potéssio Pereira et al., 2018.
a-lactoalbumina e Liquido idnico e Fosfato de Michel et al., 2015.
B-lactoglobulina potassio
Bromelina PEG e Sulfato de amonio Coelho et al., 2013.
Invertase PEG e Sulfato de magnésio Padilha et al., 2016.

Fonte: préprio autor.

De um modo geral, a formacdo dos sistemas aquosos bifasicos € resultante da
incompatibilidade entre dois compostos hidrofilicos a partir de certa concentragdo critica,
resultando em duas fases imisciveis em que o maior constituinte é a 4gua. Apesar de existir
uma grande variedade de componentes para 0s SABs, os mais aplicados na particdo de
bioprodutos sdo os formados por dois polimeros (como polietilenoglicol e dextrana) ou um
polimero e um sal (fosfato, citrato, sulfato) (GARZA-MADRID et al., 2010; JIANG et al.,
2015).

O equilibrio de um sistema liquido-liquido pode ser definido conforme a terceira lei
da termodinamica, em que a estabilidade é garantida quando a energia livre de Gibbs total
atinge seu valor minimo a temperatura e pressao constantes. Cada fase do sistema possuli
propriedades termodinamicas intensivas diferentes, como densidade, composicdo, indice de
refracdo e condutividade. Sendo assim, o equilibrio termodindmico é atingido quando ndo ha
nenhuma variagao nas propriedades termodinamicas, alcancando-se a separagdo das fases. A
regido que separa uma fase da outra é denominada interface e apresenta constante mudanca
nos valores das propriedades termodinamicas intensivas, tendendo sempre para o valor da
propriedade no seio da outra fase em equilibrio (CARVALHO et al., 2007; MONTEIRO
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FILHO, 2010; LEVINE, 2012).

A extracdo com sistemas de duas fases aquosas oferece diversas vantagens, quando
comparada a outros métodos de purificacdo, para o processamento em larga escala, sendo
algumas delas: elevado rendimento, baixo custo, retencéo da atividade bioldgica, seletividade
e reprodutibilidade favoraveis, baixa tensao interfacial, possibilidade de reciclagem de fases,
faixa de trabalho proxima do equilibrio, facilidade na ampliacéo de escala (scale up) e uso em
processos continuos (SELBER et al., 2001; CAVALCANTI et al., 2006; MALPIEDI et al.,
2009; SELVAKUMAR et al., 2010). Com isto, o interesse em sua aplicacdo deixou de se
restringir a biologia celular para concentrar-se na analise dos fundamentos da separacdo de
fases e da particdo de proteinas; na reducdo dos custos do processamento; no aumento da
seletividade da extragcdo, como na adicdo de ligantes; na pesquisa de novos componentes
formadores das fases, especialmente para substituir a dextrana, que é um componente de
elevado custo; e na operacdo em mdltiplos estagios (COIMBRA, 1995; RITO-PALOMARES
e BENAVIDES, 2017; PADILHA e OSORIO, 2019).

1. Tipos de sistemas aquosos bifasicos

Sistemas aquosos bifasicos podem ser formados a partir de dois polimeros, um
polimero e um sal (orgénico ou inorganico), um solvente orgénico e um sal ou até mesmo
misturas de liquidos i6nicos e sais inorganicos. Na Tabela 5 é possivel observar alguns dos
principais tipos de SABSs e seus constituintes.

Tabela 5 — Principais categorias de sistemas aquosos bifasicos.
Tipo de sistema Constituintes

Dois polimeros Polietilenoglicol e Dextrana
Polietilenoglicol e Polivinil Alcool
Polipropilenoglicol e Dextrana

Polimero e composto de baixa Polietilenoglicol e Sulfato de am6nio/magnésio
massa molecular
Polietilenoglicol e Fosfato de potassio/sadio
Polietilenoglicol e Glicose/Maltose

Solvente organico e Sal inorganico Alcool/Sais de citrato

Alcool/Sais de sulfato

Fonte: Najafpour, 2015.
30



Apesar da grande variedade de sistemas compostos por duas fases aquosas, a
quantidade de sistemas realmente aplicaveis para a extracdo liquido-liquido fica reduzida
basicamente aos formados por PEG/sal (fosfato/citrato/sulfato) e PEG/dextrana, quando sao
analisados fatores importantes do ponto de vista industrial, como custo e possibilidade de
reciclagem dos reagentes, tempo de separacdo das fases, possibilidade de esterilizacéo,
atoxicidade e faixa de aplicacdo (COIMBRA, 1995; COIMBRA et al., 2003). Por esses
motivos, os estudos mais recentes tendem a concentrar-se nesses dois tipos de sistemas,
dando enfoque principal para o sistema PEG/sal, devido ao baixo custo, menor viscosidade e
menor tempo de separacdo de fases, visto que 0s componentes apresentam maior diferenca de
densidade (ASENJO e ANDREWS, 2011; TAN et al., 2017).

De acordo com Kula (1982), o efeito salting out em sistemas PEG/sal parece atuar
retirando as proteinas da fase salina para a fase rica em polimero ou, se a solubilidade da
proteina pela fase rica em PEG ndo for suficiente, precipitando a molécula na interface. Os
limites de solubilidade sdo dependentes da natureza das proteinas, e portanto, espera-se um
comportamento diferencial quando solu¢Bes contendo um conjunto de proteinas séo

manipuladas.

2. Diagramas de equilibrio de fases

A eficiéncia na particdo de compostos esta diretamente ligada ao conhecimento do
comportamento das fases do sistema, onde a determinacdo dos dados de equilibrio é
representada por meio dos diagramas de equilibrio de fases. A modificacdo nas concentracdes
de componentes com propriedades distintas tende a favorecer a formacdo de sistemas
monofasicos ou bifasicos. Nesse sentido, diagramas de fases possuem grande relevancia nos
estudos de separacdo de biomoléculas, visto que sdo usados como ferramenta basica no ponto
de partida para o desenvolvimento de um processo de extracdo (ZASLAVSKY, 1995;
KABIRI-BADR e CABEZAS Jr.,, 1996). A representacdo grafica (Figura 4) apresenta
diagramas triangulares ou retangulares que expressam a concentragdo dos componentes do

sistema.
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Figura 4: Diagrama de fases expresso em coordenadas retangulares.
Fonte: SANTOS, 2018.

A partir do diagrama de fases é possivel obter diversas informacgdes, como por
exemplo, a curva binodal, que é o limite entre as regides monofasica e bifasica do diagrama,
determinando em quais composic¢Ges globais o sistema sera homogéneo ou heterogéneo. As
linhas retas que ligam dois pontos na curva binodal sdo denominadas linhas de amarracédo ou
tie-lines. Qualquer ponto localizado na regido bifasica e em uma mesma linha de amarracéo,
fornecera fases que possuirdo propriedades termodindmicas intensivas iguais (densidade,

volume molar, entalpia molar, etc.) e propriedades extensivas diferentes (massa, volume, etc.)
(DA SILVA e LOH, 2006).

Outro componente importante que ainda pode ser observado no diagrama de fases é o
ponto critico (Pc), com posicionamento no meio da curva binodal, dividindo-a como fase rica
para 0s componentes 1 e 2 em cada lado do ponto. Essa é a regido do sistema onde as
propriedades fisico-quimicas das duas fases sdo teoricamente iguais. Quanto mais préxima a
composicao do sistema esta do ponto critico, menor é a diferenca entre as fases, ou seja, as
composic¢des e 0s volumes entre as fases serdo teoricamente iguais. Entretanto, nos pontos
globais préximos ao ponto critico, pequenas alteracdes na composi¢do dos sistemas podem

provocar mudancas drasticas, levando o sistema de uma a duas fases e vice-versa
(ALBERTSSON, 1986).

As variaveis de um sistema afetam diretamente a formacdo das fases e,

consequentemente, dos diagramas. Dentre as variaveis que podem afetar 0s sistemas aquosos
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bifasicos, as principais sdo as propriedades fisico-quimicas das proteinas e as variaveis
relacionadas ao meio, como temperatura, massa molar e concentracdo dos constituintes;
fazendo-se necessario o estudo de tais fatores quando se deseja entender o mecanismo de
particdo de um composto para determinado SAB. Além disso, a preferéncia da molécula por
uma fase € dependente de suas composi¢Oes e propriedades, pois 0 processo de parti¢do €
fundamentado na distribuicdo seletiva da molécula, e portanto, é imprescindivel o
conhecimento prévio do comportamento dos dados de equilibrio do sistema (ALBERTSSON
etal., 1994; MARCOS et al., 2002; TUBIO et al., 2004).

3. Parametros de particao

A seletividade de uma molécula biologica por uma das fases do sistema aquoso
bifasico ocorre devido as interacBes entre a mesma e 0s componentes do sistema. O
parametro que caracteriza o particionamento do composto de interesse é conhecido como
coeficiente de particdo (K), e pode ser definido como a razdo entre a concentracdo desse
composto na fase superior e inferior do SAB (Equagédo 1) (ALBERTSSON, 1986).

[C]sup

K =
[Clinf

1)

Para ser considerado eficiente, o processo de purificagdo de uma enzima deve ser
capaz de diferencia-la dos contaminantes em fases distintas, no que se conhece como fator
seletividade (Equacao 2):

— Ke
Kp

S )

Onde K. e K, séo os coeficientes de particdo de atividade enzimatica e de proteinas,

respectivamente.

O parametro fator de purificacdo (FP) indica a capacidade do sistema em remover
contaminantes do extrato bruto enzimatico. O calculo de FP é dado como a razéo entre a
atividade enzimatica especifica na fase preferencial de particionamento do bioproduto e no
extrato (Equacéo 3):

Fp = Weplrase 3

[Uesp]ext
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Além disso, a recuperacdo teorica é uma variavel que avalia a eficiéncia da particdo de
acordo com a quantidade de enzima presente na fase preferencial, ou seja, %Y determina o
rendimento do SAB utilizando a Equac&o 4 (PICO et al., 2006):

y(%) =

100

1
1+ (i)

(4)

Onde R corresponde a razdo entre os volumes da fase superior e inferior e K, ao

coeficiente de particdo de atividade da lipase.

A distribuicdo pelas fases ocorre como resultado das inimeras interagdes existentes
entre 0 composto a ser purificado e os componentes do sistema coexistindo em equilibrio,
como as interacGes de hidrogénio, ibnicas, hidrofobicas e forcas de Van der Waals. Dessa
forma, a variacdo do coeficiente de particao esta relacionada com as condi¢des a que o meio é
submetido, seja pelas caracteristicas intrinsecas da molécula de interesse (massa molar, carga
superficial e hidrofobicidade) ou pela natureza do SAB utilizado (tipo de constituinte, massa
molar, concentracdo, pH e forca iénica) (MINAMI e KILIKIAN, 1998; FARRUGGIA et al.,
2003; CHAIWUT et al., 2010).

No que se diz respeito ao particionamento de biocompostos complexos como as
proteinas, o controle de variaveis € mais rigoroso, visto que toda operagdo unitaria deve ser
cuidadosamente aplicada de forma a preservar suas fungbes. O tamanho, a conformagéo
(estrutura secundaria, terciaria e quaternaria) e a composicao (estrutura primaria), presenca de
carga elétrica e hidrofobicidade da proteina influenciardo diretamente o processo. Além disso,
fatores relacionados a natureza do sistema apresentam efeito significativo na seletividade
pelas fases, como massa molar e concentracdo dos polimeros, presenca de ligantes ao longo
da cadeia polimérica que possam interagir especificamente com sitios da proteina, pH,
temperatura e adi¢do de sais inorganicos (ZASLAVSKY, 1995; PESSOA Jr. e KILIKIAN,
2005).

Outra condicéo com influéncia na separacdo de moléculas a partir de sistemas aquosos
bifasicos é o efeito do impedimento estérico observado nas fases ricas em constituintes de alta
massa molecular (fase superior), uma vez que duas macromoléculas ndo podem ocupar um
mesmo espago em um mesmo momento e, por isso, competem pela posi¢do. Os espacos
intersticiais ocupados na fase superior acarretam a diminui¢do da solubilidade das proteinas

pela fase polimérica (RAWDKUEN et al., 2010; RAMAKRISHNAN et al., 2016).
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J& nas fases compostas por sais (fase inferior), um dos fatores que requer maior
atencgdo e a ocorréncia do efeito salting out. Nesse mecanismo, as moléculas de &4gua tendem a
solvatar os ions de sal presentes em excesso na fase, e assim, a agua de solvatacdo das
proteinas é removida. Dessa forma, a diminuicdo da solubilidade do bioproduto pela fase
inferior promove a particdo para a fase superior. Sistemas compostos por polimeros de
elevado peso molecular e/ou elevadas concentracGes e com fase inferior simultaneamente
concentrada em sal resultam na distribuicdo das biomoléculas para a interface, devido a
influéncia dos efeitos citados — volume de excluséo e salting out (GHOSH; NELSON e COX,
2006).
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3.

OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Esse trabalho teve como objetivo a extracdo de lipase da améndoa do pequi,

particionando-a em sistemas aquosos bifasicos compostos por polietilenoglicol/isopropanol,

sulfato de aménio e &gua.

3.2 Objetivos especificos

Realizar a extracdo de lipase da améndoa do pequi utilizando diferentes solucGes
extratoras;

Estudar a influéncia do tempo e do volume de solucdo extratora no processo de extracao;
Avaliar o efeito da precipitagdo com sulfato de aménio como etapa de pré-purificacéo;
Obter dados de equilibrio para o sistema aquoso bifasico formado por isopropanol,
sulfato de amonio e 4gua na temperatura de 35°C e aplicar os resultados obtidos de forma
experimental;

Estabelecer sistemas aquosos bifasicos de mesmo ponto global compostos por PEG
4000/isopropanol, sulfato de amdnio e 4gua nas temperaturas de 25°C e 35°C;

Avaliar a particdo da lipase nos sistemas aquosos bifasicos estudados com base no
coeficiente de particdo da proteina (K,) e da enzima (K,), recuperagdo tedrica (Y%),
seletividade (S), fator de purificacdo (FP) e variacdo da energia livre de Gibbs de
transferéncia (AG);

Identificar as massas molares das moléculas presentes no extrato bruto enzimatico e na

fase preferencial da enzima através da técnica de eletroforese SDS-PAGE.
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CAPITULO 2

ARTIGO 1

Otimizacdo da extracdo da lipase obtida a partir da améndoa do pequi (Caryocar
brasiliense Camb.).
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RESUMO

Realizou-se um estudo de otimizacéo das condi¢cOes de extracdo (tempo e volume de solugéo)
de lipase presente na améndoa do pequi utilizando sulfato de aménio 0,1M e aditivos (tween
80 0,25% e cloreto de calcio 1%). Realizou-se um teste inicial de escolha da solucdo extratora
com meios compostos por sulfato de amonio, sulfato de aménio + tween 80 e sulfato de
amonio + cloreto de célcio, fixando os pardmetros tempo e volume de solucdo extratora em 60
minutos e 2,5 mL para 0,5 g de amostra desengordurada. O planejamento experimental foi
conduzido de maneira inteiramente casualizada (DIC) com fatorial 4x4 para as variaveis
independentes tempo e volume de solucdo extratora. Os resultados observados no teste de
comparacdo entre médias (teste de Tukey) identificaram diferenca significativa (P<0,05) com
valores maximos de atividade enzimatica especifica (8,17 U/mg) para a separacdo com
(NH,4)2SO, e atividade enzimatica total (447,23 U) e recuperacdo de proteinas (57,97%) para
0 meio (NH,4),SO,4+ Tween 80, optando-se por otimizar as condi¢es de extracao para as duas
solucdes. O planejamento experimental demonstrou efeito significativo dos parametros tempo
e volume nas variaveis resposta atividade enzimatica (U) e recuperacdo de proteinas (%) para
ambas as solucdes extratoras. Para a solugdo composta por (NH;).SO,, observou-se como
maior atividade A, = 800,03 U no volume de 2,25 mL e recuperacdo de 72,42% em 2,75 mL,
ambas no tempo de extracdo de 20 minutos. J& para (NH;),SO, + tween 80, obteve-se
atividade maxima de 1726,18 U em 3,0 mL de solucdo durante 25 minutos de extracdo e
98,74% de recuperagdo em 15 minutos. Apesar de alcancar valores superiores para as
variaveis resposta, 0 meio contendo sulfato de aménio + tween 80 apresentou resultados com
maior variabilidade estatistica (R* inferior), e por isso, a solucdo contendo apenas sulfato de
amonio foi selecionada como meio para extracdo da lipase.

Palavras-chave: extracdo solido-liquido; otimizagdo; planejamento experimental.

ABSTRACT

The objective of this work was study the optimization of extraction conditions (time and
volume of solution) of pequi seed lipase using ammonium sulfate and additives (tween 80 and
calcium chloride) to propose different extraction solutions. An initial test of extraction
solution was performed with solutions composed by ammonium sulfate, ammonium sulfate +
tween 80 and ammonium sulfate + calcium chloride. The parameters time and volume of
extraction solution were fixed in 60 minutes and 2.5 mL to 0.5 g of degreased sample. The
design of experiments was completely randomized with a 4x4 factorial design for the
independent variables time and volume of extraction solution. The results observed in the
mean comparison test identified significant difference (P<0.05) with values of specific
enzymatic activity (8.17 U/mg) for (NH,).SO, extract and enzyme activity (447.23 U) and
protein recovery (57.97%) for (NH4),SO, + Tween 80. Therefore, it was concluded by
optimizing the extraction conditions for both solutions. The experimental design showed
significant effect of the time and volume parameters on response variables enzymatic activity
(U) and protein recovery (%) for both extractor solutions. For the solution composed by
(NH4)2S04, the highest activity was 800.03 U in 2.25 mL and 72.42% of recovery in 2.75 mL,
both at 20 minutes of extraction. For (NH,4),SO4 + Tween 80, an activity of 1726.18 U was
obtained in 3.0 mL of solution during 25 minutes of reaction and 98.74% of recovery at 15
minutes. Despite having higher values for the response variables, the ammonium sulphate +
tween compound showed higher statistical variability results (lower R?). Thus, the solution
containing only ammonium sulfate was selected for lipase extraction.

Keywords: experimental design; optimization; solid-liquid extraction.
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1.  INTRODUCAO

Diversos processos tecnologicos utilizam catalisadores bioldgicos para potencializar
a conversdo quimica. Esses biocompostos apresentam como principal vantagem o aumento
consideravel da velocidade das reagcBes com alta seletividade e especificidade a molécula de
interesse, impedindo que ocorram interacfes paralelas durante as transformacgdes moleculares.
Embora o interesse industrial por tecnologias enzimaticas tenha crescido significativamente
nos Ultimos anos, ainda ha grande espago para expansao, considerando seu potencial para
substituicdo dos catalisadores quimicos (NARWAL e GUPTA, 2013; TSAI, 2014; TALENS-
PERALES et al., 2016).

As lipases (triacilglicerol hidrolases (E.C. 3.1.1.3)) constituem um importante grupo
de biocatalisadores para aplicacGes biotecnoldgicas. Pertencentes a familia das hidrolases,
possuem como principal funcdo bioldgica a catalise de reacdes de hidrolise, esterificacdo e
transesterificacdo. Sua atuacdo ocorre na interface 6leo-agua, o que lhes confere potencial
tanto em meio aquoso como em meio organico (REINEHR et al., 2014; CASTIGLIONI et al.,
2018; JAVED et al., 2018). Diante de sua versatilidade, a aplicacdo das enzimas lipoliticas se
estende a diversos segmentos, como: detergentes (SAHAY e CHOUHAN, 2018), alimentos
(BUBALDO et al., 2015), farmacos (SETHI et al., 2016), producdo de biodiesel (COLIN-
LUNA et al., 2018) e tratamento de efluentes (GARRIDO e SILVA, 2016).

Tais biomoléculas sdo encontradas em plantas, animais e microrganismos, onde as
lipases de origem vegetal diferenciam-se devido a capacidade de producdo a partir de etapas
de isolamento e purificacdo realizadas por técnicas simples e de baixo custo, podendo se
tornar uma opc¢ao para a industria e, consequentemente, um objeto de desenvolvimento de
pesquisas (KAPOOR e GUPTA, 2012; ANTUNES et al., 2017). Dentre as enzimas lipoliticas
produzidas a partir de vegetais, uma fonte em potencial a ser estudada é a améndoa do pequi,
oleaginosa encontrada no interior do fruto ainda pouco explorada comercialmente. Por
apresentar elevados teores de lipideos e proteinas em sua composi¢do quimica, acredita-se na
possibilidade de obtencdo de uma fonte importante de extracdo de lipase, enzima de forte
interesse para o setor alimenticio (AMORIM et al., 2016; LEAO et al., 2018; CARDOSO et
al., 2019).

A extracdo solido-liquido é a etapa inicial de uma série de processos downstream
para a obtengdo de uma determinada enzima, onde a separacdo baseando-se na solubilidade
esta entre as técnicas mais utilizadas e acessiveis. Nesse método, os sais apresentam efeito na

dissolucdo das proteinas, aumentando-a ou reduzindo-a de acordo com a concentracdo
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utilizada. Em baixas concentragdes, os sais aumentam a solubilidade no que se é conhecido
por efeito salting in, favorecendo a extragdo (GHOSH, 2006; CARTA e JUNGBAUER, 2010;
NAJAFPOUR, 2015). Alem disso, o alcance de uma eficiéncia maxima para o0 processo pode
se basear também no controle de diversos parametros, como concentracao e tipo de solvente,
temperatura, pH, tempo de reagéo e presenca de aditivos. Dentro deste, podem ser citados o
cloreto de célcio, que auxilia na estabilidade da lipase e promove sua ativagdo devido aos ions
Ca®*, e o surfactante tween 80, que diminui a tensdo interfacial e oferece maior contato
enzima-substrato (CAVALCANTI et al., 2006; ANVARI, 2015; HERTADI e
WIDHYASTUTI, 2015; PARIMI et al., 2017).

Embora as enzimas lipoliticas sejam amplamente estudadas, o processo de separacdo
da lipase a partir da améndoa do pequi ainda ndo foi documentado na literatura. Diante do
exposto, o trabalho em questdo teve como objetivo realizar um estudo de otimizacdo das
condicdes de extracdo (tempo e volume) de lipase presente na améndoa do pequi utilizando

Sulfato de aménio e aditivos para propor diferentes solucbes extratoras.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local do experimento
O trabalho experimental foi conduzido no Laboratdrio de Engenharia de Processos

da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus Juvino Oliveira - Itapetinga.

2.2 Material

Sais inorganicos sulfato de aménio (CAS No. 7783-20-2) e cloreto de calcio (CAS No.
10035-04-8) e o surfactante tween 80 (CAS No. 9005-65-6) foram adquiridos da Synth (S&o
Paulo, Brasil), Fmaia (Minas Gerais, Brasil) e Dindmica (Sdo Paulo, Brasil), respectivamente.

Todos os reagentes apresentam grau analitico e foram empregados sem purificacdo adicional.

2.3 Métodos

2.3.1 Preparo da amostra

Os pequis utilizados no experimento foram obtidos no comércio local do municipio de
Salinas-MG, selecionando-se frutos maduros e ndo danificados.

As améndoas foram retiradas do fruto a partir do corte da polpa ao meio com faca de
aco inoxidavel. Em seguida, foram lavadas, cortadas e submetidas ao processo de secagem em

desidratador a 45°C até peso constante (96 horas). ApoOs a secagem, a amostra foi macerada,
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lavada com hexano na proporcdo 1:5 (m/v) em relacdo a sua massa final, com tempo de contato
de 10 minutos, e filtrada com papel filtro em funil de vidro. O produto desengordurado foi

mantido em recipiente aberto por 2 horas para evaporacao do hexano residual.

2.3.2  Determinacdo da composi¢do quimica centesimal
Determinou-se os teores de umidade, cinzas, proteinas e lipideos de acordo com a
AOAC (2007), sendo o teor de carboidratos definido pela diferenca em relacdo aos demais

componentes do alimento.

2.3.3  Definigéo da solugéo extratora

Inicialmente, foram realizados testes com 3 tipos de solucBes extratoras diferentes, a
fim de definir a de maior potencial na extracdo de lipase para ser aplicada na etapa de

otimizacdo das condicdes do processo. As composicdes das solucBes avaliadas foram:
I.  Sulfato de amonio 0,1M pH 7,0;
ii.  Sulfato de amonio 0,1M pH 7,0 + Tween 80 (0,25%);
iii.  Sulfato de aménio 0,1M pH 7,0 + Cloreto de célcio (1%).

A extragdo ocorreu em recipientes de vidro colocados em banho ultrassonico a 30°C,
onde os parametros tempo e volume de solucdo extratora foram fixados em 60 minutos e 2,5
mL para 0,5 g de amostra desengordurada, respectivamente, por serem 0s niveis maximos
propostos para tais variaveis dentro do planejamento experimental. As amostras foram, entdo,
centrifugadas por 10 minutos a 2000g para retirada dos s6lidos em suspensao. Por fim, o teor
de proteina total e a atividade enzimatica no extrato foram medidos.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
constituido por trés tratamentos com trés repeticdes em cada tratamento. Para a analise
estatistica dos resultados, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) com teste F e teste de

Tukey para comparacao entre medias, ao nivel de 5% de significancia.

2.3.4  Determinacéo do teor de proteinas

A quantificacdo de proteinas totais nos extratos obtidos foi realizada de acordo com o
método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando espectrofotdmetro com comprimento de
onda fixado em 595 nm. A curva analitica foi construida utilizando como padrdo a proteina

Albumina do Soro Bovino (BSA).
51



2.3.5  Recuperacao teorica de proteinas
A partir dos célculos da porcentagem de proteina presente na améndoa do pequi pelo
método de Kjeldahl e da concentracdo de proteina apos a extracdo pelo método de Bradford,

encontrou-se a porcentagem de recuperacao tedrica de proteinas pela Equacéo 1:

% recuperacao = %x 100 (1)

Onde: Cp € a concentracdo de proteinas apds a extracdo (g/mL), Vs € 0 volume de
solucdo extratora utilizada (mL), m, € a massa de améndoa adicionada para a extracao (g) e

wp, € a fragdo massica de proteina presente inicialmente na améndoa.

2.3.6  Determinacdo de atividade enzimatica
A atividade enzimatica foi determinada conforme Winkler e Stukmann (1979) com
modificacBes, utilizando o substrato sintético p-nitrofenil palmitato (p-NPP). O meio
reacional € denominado solucdo C, composto pelas solucdes A e B:
»= Solucdo A: 162,0 mg de pNPP dissolvidos em 30,0 mL de isopropanol;
» Solucdo B: 9,0 g de Triton X-100 e 0,90 g de goma arébica dissolvidos em 450 mL
de tampao Tris-HCI 0,09M, pH 8,0.

Para a solucéo C, foram adicionados 1,0 mL da solugédo A e 9,0 mL da solucdo B sob
agitacdo continua. Para cada tubo de ensaio, adicionou-se 0,5 mL da mistura em banho
termostatico a 37°C por 10 minutos para ambientagdo. Em seguida, uma aliquota de 0,5 mL
do extrato enzimatico foi incubada juntamente a solucdo C por 15 minutos. A reacdo foi
interrompida aquecendo as amostras a 100°C por 1 minuto, seguido de adi¢do de 2,0 mL de
acetona (PASTORE et al., 2003).

O p-nitrofenol liberado pela acdo da lipase gera coloracdo amarelada que pode ser
quantificada pela leitura da absorbancia a 410 nm. A curva padrdo foi construida utilizando-
se p-nitrofenol. Uma unidade de lipase (U) é definida como a quantidade de enzima que
libera 1umol de p-nitrofenol por mL por minuto nas condig¢Oes descritas. Para o calculo da

atividade enzimatica, foi utilizada a Equagéo 2:

CprXFDXVTXV_ge
Vext

U=

()
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Onde: U é a unidade de atividade enzimaética, definida de acordo com o método
utilizado, nas condicGes padréo de ensaio; Cpne € a concentragéo de p-nitrofenol (pmol)
liberado por mL; FD é o fator de dilui¢do; V+ € o volume total de reacdo; Ve € 0 volume de
solucdo extratora; Ve é 0 volume de extrato enzimatico; t é o tempo de reacdo (minutos).

Por fim, a atividade enzimatica especifica (U/mg) foi obtida através da razdo entre a

atividade enzimatica (U) e a massa de proteina (mg).

2.3.7  Otimizacao das condigdes de extragdo

Apbs a escolha de sulfato de amonio e sulfato de aménio + tween 80 como melhores
solventes baseando-se nos valores de atividade enzimatica total e especifica e recuperacao de
proteinas obtidos, as condi¢Ges do processo de extracdo foram otimizadas a partir da avalicdo
do efeito das variaveis independentes tempo e volume de solucdo extratora (massa de amostra
fixada em 0,5 g) sobre as variaveis resposta atividade enzimatica e recuperacao de proteinas.
Na Tabela 1 é apresentado um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com planejamento
fatorial completo 4x4 e trés repeticbes em todos os pontos a partir do software SAS Studio.

Tabela 1 — Variaveis independentes e niveis do planejamento experimental utilizado no estudo
da extracdo de lipase da améndoa do pequi.

Variavel Niveis
Tempo (minutos) 15 30 45 60
Volume (mL) 1,0 1,5 2,0 2,5

Apds avaliar estatisticamente as respostas obtidas nesse planejamento, desenvolveu-se
um novo planejamento experimental fatorial 4x4, apresentando duas repeticbes em cada
ponto, com novos niveis para tempo e volume de solucdo extratora (Tabela 2).

Tabela 2 — Variaveis independentes e niveis do planejamento experimental utilizado no estudo
da extracdo de lipase da améndoa do pequi.

Variavel Niveis
Tempo (minutos) 10 15 20 25
Volume (mL) 2,25 2,5 2,75 3,0

Ap6s nova avaliagdo estatistica das respostas obtidas nesse planejamento,
desenvolveu-se um terceiro planejamento experimental fatorial 4x4, com novos niveis para

tempo e variando o volume proposto anteriormente (Tabela 3).
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Tabela 3 — Variaveis independentes e niveis do planejamento experimental utilizado no estudo
da extracdo de lipase da améndoa do pequi.

Variavel Niveis
Tempo (minutos) 12,5 15 17,5 20
Volume (mL) 2,25 2,5 2,75 3,0

3.  RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composicdo quimica centesimal da améndoa do pequi

Com base nas metodologias citadas, foi possivel determinar a composi¢do quimica
centesimal da améndoa do pequi expressa em matéria seca (Tabela 4).

Tabela 4 — Composicdo quimica centesimal da améndoa do pequi expressa em matéria seca.

Constituintes Améndoa
Umidade (%) 25,58
Cinzas () 3,83
Proteinas (g) 24,41
Lipideos (Q) 40,15
Carboidratos (g) 31,61

A composicdo encontrada diverge, em alguns componentes, dos resultados
visualizados na literatura, tendéncia comumente observada em frutos oriundos de propagacéo
por sementes, como € 0 caso do pequizeiro. Tais variagdes podem ser explicadas pela
variabilidade genética, condi¢cdes de cultivo (solo, clima, época de colheita) e condicdes de
secagem estabelecidas (tempo, velocidade e temperatura do ar) (CELESTINO, 2010;
DAMIANI et al., 2013).

Para a extracdo de enzimas lipoliticas, as variacdes nos teores de proteinas e lipideos
da améndoa do pequi afetam diretamente a concentragdo de proteinas e atividade do extrato
devido & disponibilidade para recuperacdo proteica em relacdo a matriz sélida e conversao
enzimatica de substrato em produto, respectivamente. Entretanto, os demais componentes
também podem influenciar no processo de extracdo, como é o caso da umidade, que esta
relacionada com a atividade de &gua, e consequentemente, com a velocidade das reacdes,
estabilidade e ativacdo da lipase (FENNEMA, 2010).
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3.2 Definigéo da solugéo extratora

O resultado para o teste F na Analise de variancia (ANOVA) indicou diferenca
significativa (P<0,05) entre as solugdes de extracdo. Sendo assim, realizou-se a avaliacdo por
teste de comparacdo entre médias utilizando o teste de Tukey (Tabela 5).

Tabela 5 — Comparacdo entre médias das atividades enzimaticas total e especifica e
recuperacdo de proteinas utilizando diferentes solucbes extratoras para o estudo da extracao
de lipase da améndoa do pequi. (CV = 3,75%, 0,41% e 3,94%)

Solucéo extratora Atividade Atividade enzimatica Recuperacéo de
enzimatica (U) especifica (U/mg) proteinas (%0)
Sulfato de amonio 44723 +12,37° 8,17+0,02% 4484 +1,33%
Sulfato de aménio + 492,42 +11,98° 6,96 +0,02°" 57,97+1,4°"
Tween 80
Sulfato de amonio + 227,60 +7,29 ¢ 6,58 + 0,03 ° 28,33+1,13°¢

Cloreto de calcio

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os ensaios iniciais com diferentes solugdes extratoras apresentaram atividade
enzimatica total maxima para sulfato de aménio + tween 80 (At = 492,42 U) e minima para
sulfato de amonio + CaCl, (A« = 208,16 U). De forma semelhante, a solucdo sulfato de
amonio + CaCl, obteve o menor atividade enzimatica especifica (Aee = 6,53 U/mg), variével
que esta relacionada com a atividade existente em 1 mg de proteina, enquanto a solucédo
composta apenas por sulfato de amdnio alcancou o maior valor (A = 8,23 U/mg). Para a
recuperacdo de proteinas, a maior porcentagem foi observada com a solugdo contendo o
aditivo tween 80 (57,97%) e a menor porcentagem € atribuida a solugdo com o aditivo cloreto
de calcio (28,33%).

O resultado do teste de comparacdo entre médias indicou que ha diferenca
significativa entre as solucBes no que se diz respeito a atividade enzimatica especifica. Nesse
caso, € possivel observar que o meio contendo apenas (NH,;),SO, foi superior aos demais,
evidenciando a relacdo de maior atividade em menor quantidade de proteina. No entanto, a
solucdo de (NH,4),SO, + tween 80 apresentou diferenca significativa superior com relacéo a
atividade enzimatica total e recuperacao de proteinas.

As variaveis atividade enzimatica total e % de recuperacdo estdo relacionadas ao
desempenho do processo de extracdo. Ja a atividade enzimatica especifica, relaciona-se com a
andlise de pardmetros de purificagdo, tornando inconclusivo o teste inicial com as trés
solugdes extratoras. Optou-se, portanto, em realizar a otimizagdo das condi¢des de extracdo
para Sulfato de amdnio e sulfato de aménio + tween 80. Contudo, € importante ressaltar que
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acrescentar aditivos implica no encarecimento do método e dificulta a posterior ampliacao de
escala, 0 que permite concluir que o mesmo sO deve ser aplicado se aumentar
consideravelmente a eficiéncia do protocolo de extracdo (LEHNINGER, 2006; BRESCIANI,
2011).

O (NH4),SO4 ndo é comumente abordado na literatura como extrator, onde sua
principal funcdo em processos de separacdo e purificacdo esta na precipitacao (efeito salting
out) devido a diminuicdo da solubilidade pelos cations NH,*, considerados fons que
desestabilizam proteinas pela série de Hofmeister. No entanto, seu uso em pequenas
concentragdes (< 0,2 M) pode favorecer a solubilidade da proteina (efeito salting in), e nesse
caso, a extracao sélido-liquido, em consequéncia da presenca dos anions SO4%, que s&o fons
estabilizantes. Esses dois mecanismos podem ser explicados pelo fato de que, em baixas
concentracdes, os ions dissociados tendem a reforcar a camada de solvatacdo da lipase,
enquanto no aumento da concentracdo salina, 0s ions passam a competir com o bioproduto
pelas moléculas de agua disponiveis para formar sua propria camada de solvatacdo —
fendmeno que pode induzir as interacdes intermoleculares da enzima, formando um agregado
proteico conhecido como precipitado (FENNEMA, 2010; DEIVE et al., 2012; ANVARI,
2015).

O comportamento da solugdo contendo o emulsificante pode ter sido originado por
alteracdes no estado de agregacao do substrato e/ou alteragfes na estrutura da enzima. Como
o tween 80 promove a diminuicdo da tensdo interfacial entre lipideos e agua, é favorecido o
contato entre o substrato e a lipase, e consequentemente, ha uma tendéncia de aumento da
atividade lipolitica (PETERS, 2002; CAVALCANTI et al., 2006), como pode ser observado
em Mahmood et al. (2013) e Dobrev et al. (2015).

Ja o resultado inferior encontrado para o uso do cloreto de calcio contraria o que é
visualizado na literatura, visto que, em geral, o fon Ca** auxilia na estabilidade e ativagdo da
lipase, conforme observado em Hertadi e Widhyastuti (2015). Entretanto, existem situacdes
em que a presenga de sais cloreto no meio reacional pode estabelecer o efeito inverso ao
esperado, ou seja, a inativacdo e/ou instabilidade das enzimas. No presente trabalho, o excesso
de ions originado do sulfato de aménio juntamente com o aditivo provocou diminuicdo da
atividade enzimatica por um possivel efeito salting out e/ou pela reducgéo na atividade de agua
a medida que esses ions eram dissociados no meio e solvatados pelas moléculas de agua livre,

0 que também foi reportado em Ripdlles et al. (2011).
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3.3 Otimizagao das condicOes de extracao

Apo0s a execucdo do primeiro planejamento experimental, foram obtidas as variaveis

resposta Atividade enzimatica (U) e Recuperacédo de proteinas (%) utilizando as duas solugcoes

que apresentaram melhores resultados nos testes preliminares (Tabela 6).

Tabela 6 — Resposta em atividade enzimatica e porcentagem de recuperagédo para o estudo da
extracdo de lipase da améndoa do pequi utilizando sulfato de aménio e sulfato de amonio +
tween 80 como solugbes extratoras.

Experimento Tempo

10

11

12

13

14

15
16

(min)

15

15
15

15
30
30
30
30
45
45
45
45
60
60

60
60

Volume
(mL)

1,0
1,5
2,0

2,5
1,0
1,5
2,0
2,5
1,0
1,5
2,0
2,5
1,0
1,5

2,0
2,5

Atividade enzimatica (U)

Recuperacéo (%)

(NH4),SO04 (NH1)2S0s+  (NH4)2S0s  (NH4),SO4 +
Tween 80 Tween 80

429,23 + 7,64 327,77+10,49 80,11+0,41 58,59 +7,34
566,30+20,01  251,43+7,05 86,07+1,88 90,87 +355
701,42 + 14,79 301,03+7,70 89,86+1,13 81,16+ 3,07
549,27 + 7,14 335,47 +10,73 94,15+0,74 88,68 + 3,53
340,21 + 5,82 356,93+7,15 4535+0,74 32,11+145
426,36 +17,63 807,11+2299 5987+164 57,08+154
465,07 + 15,11 1257,30 + 26,27 70,97 £2,95 82,72+2,38
484,16 + 20,25 1577,45+8,36 79,94+156 9183+1,74
403,96 £ 20,06 641,09+14,32 63,98+1,40 46,95+ 1,03
496,33 +13,72 895,74 +23,66 6589+1,17 62,49+ 3,33
605,01 +571 125497 +16,42 7590+1,13 97,49+0,90
633,82 +4232 393,78+ 1585 92,27+195 76,37 +4,90
310,28 + 16,72 398,91 +1527 4150+190 69,95+1,70
347,05 +15,71 453,18 +21,20 60,94 +0,67 74,47 +2,65
300,25+ 20,36  490,73+1559 75,15+164 81,39+ 3,63
407,39 +17,87 560,93+ 1428 87,15+244 88,98+ 3,13

Valores expressos em termos de média * desvio padréo.
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A Tabela 6 indica valores maximos de atividade enzimatica e recuperacdo para a
solucéo de sulfato de amonio no tempo de 15 minutos, obtendo 701,42 U em um volume de
2,0 mL e 94,15% em 2,5 mL. Ja no meio composto por sulfato de aménio + tween 80, a
atividade méaxima foi de 1577,45 U em 2,5 mL de solucéo extratora aos 30 minutos de reacdo
e a recuperacgéo de 97,49% (2,0 mL) no tempo de 45 minutos. Posteriormente, a significancia
dos dados foi verificada pelo teste F, a partir da Analise de Variancia (ANOVA) (ANEXO),
ao nivel de 5% de significancia. A baixa probabilidade (p<0,0001) encontrada para o valor de
F da regressdo em todos os planejamentos verificou que os modelos foram significativos. A
proposta de modelo matematico empirico para o primeiro planejamento utilizando Sulfato de
amonio é observada através da Tabela 7 pelos coeficientes de regresséo.

Tabela 7 — Coeficientes de regressdo para as variaveis resposta do processo de extragdo de
lipase da améndoa do pequi utilizando sulfato de amonio.

Atividade enziméatica

Recuperacdo de proteinas

Variaveis Estimativa Erro Valort Valorp Estimativa Erro Valort Valorp
padrao padrdo
Termo 429,6597 51,5766 8,33 <0,0001 105,4583 5,8229 18,11 <0,0001
independente
Tempo (L) -3,7007 0,7737 -4,78 <0,0001 -2,5291 0,3630 -6,97 <0,0001
Tempo (Q) - - - >0,05 0,0169 0,0047 3,63 0,0007
Volume (L) 100,4277 232113 -433  <0,0001 - - - >0,05
Volume (Q) - - - >0,05 - - - >0,05
Tempo (L) x - - - >0,05 0,5177 0,0455 11,37 <0,0001
Volume (L)

A partir da tabela, observou-se como variaveis significativas o tempo e o volume de

solucdo extratora, na forma linear, para a resposta atividade enzimatica. Na recuperacdo de

proteinas, o tempo apresentou efeito quadratico, além do efeito significativo na interacdo

entre as varidveis. As Equacles 3 e 4 trazem as equacdes de regressdo onde foi possivel
construir o grafico de superficie de resposta (Figura 1).

A, =-3,701t + 100,428v + 429,660 3)

%rec = 0,017t% + 0,5177tv — 2,529t + 105,458 (4)
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Figura 1: Superficie de resposta para atividade enzimética e recuperacdo de proteinas em
funcédo do tempo e do volume utilizando sulfato de aménio como solugéo extratora.

De forma semelhante, a anélise de regressdo para o processo de extracdo que utilizou
sulfato de aménio + tween 80 como solugdo extratora € apresentada na Tabela 8.

Tabela 8 — Coeficientes de regressdo para as variaveis resposta do processo de extragdo de
lipase da améndoa do pequi utilizando sulfato de aménio + tween 80.

Atividade enziméatica

Recuperacdo de proteinas

Variaveis Estimativa Erro  Valort Valorp Estimativa Erro Valort Valorp
padrao padrao
Termo -1082,9498 260,1201  -4,16 0,0001 8,276 18,7912 0,44 0,6618

independente

Tempo (L) 86,7707 13,7899 6,29 <0,0001 -1,8037 0,5002 -3,61 0,0008
Tempo (Q) -1,1291 0,1810 -6,24 <0,0001 0,0241 0,0066 3,68 0,0006
Volume (L) 216,2683 72,8482 2,97 0,0048 88,5636 20,8502 4,25 0,0001
Volume (Q) - - - >0,05 -18,5516 5,9092 -3,14 0,0031
Tempo (L) x - - - >0,05 - - - >0,05
Volume (L)

O planejamento para essa solucdo apresentou efeito significativo linear para o

volume e quadréatico para o tempo, no que se diz respeito a atividade enzimatica, enquanto a

recuperacdo de proteinas obteve efeito quadratico para as duas variaveis. O modelo

matematico € demonstrado pelas EquacGes 5 e 6, tornando possivel estabelecer a superficie de
resposta visualizada na Figura 2.

A, = —1,129t% + 86,771t + 216,268v — 1082,950 (5)

%rec = 0,024t> — 18,552v% — 1,804t + 88,564v + 8,276 (6)
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Figura 2: Superficie de resposta para atividade enzimética e recuperacdo de proteinas em
funcdo do tempo e do volume utilizando sulfato de aménio + tween 80 como solugédo
extratora.

As equacdes para a resposta atividade enzimatica apontam um melhor

comportamento a medida que o volume aumenta, para ambas as solucbes, e que o tempo
diminui, para a solugcdo (NH,;).SO,. Para a recuperacdo de proteinas, so € possivel indicar que
h& melhor desempenho conforme o volume aumenta. Dessa forma, pode-se confirmar que a
variacdo da concentracdo dos sais interfere na solubilidade da lipase e de proteinas em geral.
Nessas condicdes, observa-se que os dados demonstram instabilidade, com uma alta
variacao, principalmente para a solucdo sulfato de aménio + tween 80. Sendo assim, optou-se
por estabelecer outro planejamento experimental (Tabela 9), com niveis de tempo e volume
de solucdo extratora comuns as duas solucgdes, a fim de facilitar a comparagdo dos novos
resultados, e mais proximos de seus valores 6timos. Um fator que ajudou a reforcar a
necessidade de novos experimentos foi o baixo coeficiente de determinacdo para os modelos
ajustados, sendo R? = 0,579 e 0,808 na solucdo Sulfato de amdnio e R? = 0,525 e 0,731 na

solucdo sulfato de amonio + tween 80, para atividade enzimatica e recuperacdo de proteinas,
respectivamente.
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Tabela 9 — Resposta em atividade enzimatica e porcentagem de recuperacdo para o estudo da
extracdo de lipase da améndoa do pequi utilizando sulfato de aménio e sulfato de amonio +
tween 80 como solugbes extratoras.

Experimento Tempo

10

11

12

13

14

15

16

(min)

10

10
10

10
15
15
15
15
20
20
20
20
25
25

25

25

Volume
(mL)

2,25
2,5
2,75
3,0
2,25
2,5
2,75
3,0
2,25
2,5
2,75
3,0
2,25
2,5
2,75

3,0

Atividade enzimatica (U)

Recuperacéo (%)

(NH4)2S04 (NH4)2SO04 + (NH4)2S04  (NH4)2SO4 +
Tween 80 Tween 80

495,66 + 3,94 222,77 £ 6,56 68,56 + 0,28 86,44 + 1,62
474,93 + 10,02 228,57 £ 5,83 87,31+0,78 89,51+2,03
501,57 £ 0,01 224,17 £ 4,81 86,90 +4,14 76,16 + 2,23
478,95 + 8,75 185,07 +£12,24 82,21+169 76,06+ 2,43
784,29 £ 9,18 335,60+ 14,43 66,31+0,01 91,09+1,82
802,92 + 2,92 351,02+1166 77,28+1,10 98,74+0,01
754,93 £ 6,41 358,86 + 4,81 88,97 +2,41 93,75+297
648,63 + 10,50 367,00+525 58,89+320 90,65+243
836,76 £ 11,81 999,45+ 1443 72,65+155 92,52+0,81
807,29 +10,20 1052,19+4,37 89,19+0,78 96,27 +2,03
697,20£9,62 105959 +1283 9259+121 91,77+1,49
585,66+ 7,00 1094,69+22,74 79,95+1,32 85,79+2,97
538,95 + 7,87 1370,73+5,25 76,60+ 1,83 86,44 +1,22
560,93 + 8,75 1501,17+7,29 84,49+235 90,63+1,80
591,37 £6,41  1598,37 £16,03 97,07+0,52 80,13+0,74
517,43 +22,74 1726,18+10,50 90,85+1,32 77,95+1,08

Valores expressos em termos de média + desvio padrao.

Na Tabela 9, observa-se como maior valor de atividade enzimética 836,76 U em 2,25

mL de solucdo extratora no tempo de 20 minutos e de recuperacdo 97,07% (2,75 mL) no

tempo de 25 minutos para 0 meio contendo sulfato de amonio. A solugdo sulfato de amonio +

tween 80 apresentou maxima atividade com 1726,18 U (3,0 mL) em 25 minutos e 98,74% de
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recuperacgdo (2,5 mL) em 15 minutos de extracdo. O tratamento dos dados obtidos resultou na
estimativa dos coeficientes de regressao para os parametros estudados (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10 — Coeficientes de regressdo para as varidveis resposta do processo de extracdo de
lipase da améndoa do pequi utilizando sulfato de amonio.

Atividade enziméatica Recuperacdo de proteinas
Variaveis Estimativa Erro  Valort Valorp Estimativa Erro  Valort Valorp
padrado padrao
Termo -2356,0587  940,6377  -2,50 0,0186 -658,9289  122,6213  -5,37 <0,0001
independente
Tempo (L) 157,3582 12,0686 13,04  <0,0001 -3,6394 1,5733 -2,31 0,0286
Tempo (Q) -4,3946 0,3420 -12,85 <0,0001 0,1204 0,0446 2,7 0,0118

Volume (L) 1462,6604 718,9267 2,03 0,0518 576,8542 93,7191 6,16 <0,0001

Volume (Q) -304,8105 136,8144  -2,23 0,0344 -107,7705 17,8351  -6,04 <0,0001
Tempo (L) x - - - >0,05 - - - >0,05
Volume (L)

Tabela 11 — Coeficientes de regressao para as variaveis resposta do processo de extracdo de
lipase da améndoa do pequi utilizando sulfato de aménio + tween 80.

Atividade enziméatica Recuperacdo de proteinas
Variaveis Estimativa Erro  Valort Valorp Estimativa Erro  Valort Valorp
padrado padrao
Termo 1240,4401 561,2849 2,21 0,0358 -141,7978 75,3688  -1,88 0,0707

independente

Tempo (L) -116,5942 37,3997  -3,12 0,0043 6,8270 0,967 7,06 <0,0001
Tempo (Q) 3,5966 0,6818 5,28 <0,0001 -0,1932 0,0274 -7,05  <0,0001
Volume (L) -420,6693 200,4073  -2,10 0,0453 146,4739 57,6042 2,54 0,0170
Volume (Q) - - - >0,05 -30,0230 10,9623  -2,74 0,0108
Tempo (L) x 32,2739 10,9088 2,96 0,0064 - - - >0,05
Volume (L)

Foi verificada significancia para o efeito quadratico do tempo e linear do volume
para a varidvel resposta atividade enzimética. Para a variavel resposta recuperacdo de
proteinas, verificou-se significancia para o efeito quadratico de ambas as variaveis
independentes estudadas. As equacOes de regressao sdo demonstradas pelas Equacdes 7 e 8,
onde a superficie de resposta obtida € representada pela Figura 3.

A, = —4,395t*> — 304,811v* + 157,358t + 1462,660v — 2356,059 (7

%rec=0,12t>* — 107,77v* — 3,639t + 576,854v — 658,929 (8)

62



IR 100
. 150
. 200

ca (V)
&

=3 250
[ 300
=3 350

mL)

Atvidade enzimatc
v
S

—h—

Figura 3: Superficie de resposta para atividade enzimatica e recuperacdo de proteinas em
fungéo do tempo e do volume utilizando sulfato de amonio como solugéo extratora.

Os resultados analisados estatisticamente para a solucdo sulfato de aménio + tween
80 expressaram efeito quadratico significativo para o tempo e linear para o volume em relacao

a variavel resposta atividade enzimatica, sendo que a recuperacdo de proteinas obteve efeito

quadrético para os dois parametros. A Figura 4 retrata a superficie de resposta plotada a partir
das Equacbes 9 e 10.

A, = +3,597t% + 32,274tv — 116,594t — 420,669v + 1240,440

%)
% rec = —0,193t%> — 30,023v% + 6,827t + 146,474v — 141,798

(10)

% = goo 2/// // / /////fi E g
= i
= A

Figura 4: Superficie de resposta para atividade enzimética e recuperacdo de proteinas em
fungdo do tempo e do volume utilizando sulfato de amodnio + tween 80 como solugdo
extratora.

O gréfico de superficie de resposta indica uma tendéncia de maior atividade

enzimatica quando o volume diminui e de maior recuperacdo quando o tempo aumenta para a
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solucéo sulfato de aménio. Para sulfato de amonio + tween 80, ha aumento na atividade a
medida que o intervalo de tempo é maior e na recuperacdo de proteinas a medida que o
volume é reduzido. Em outras palavras, para que a otimizacdo do processo de extracao seja
atingida de forma efetiva para ambas as variaveis resposta, deseja-se atuar com menor volume
e maior tempo possiveis dentro das condi¢des do experimento.

O coeficiente de determinacdo de Rz = 0,973 e 0,802 (atividade enzimatica e
recuperacdo de proteinas) e o grafico de correlacdo (Figura 5) entre os valores observados e
preditos pelo modelo empirico para a solucdo sulfato de aménio + tween 80 validaram os
dados do planejamento, demonstrando uma boa correlacdo entre os valores tedricos e 0s
obtidos na pratica, além de permitir concluir que as condi¢cdes desse experimento foram

potencializadas de forma satisfatoria, finalizando-o com os resultados encontrados.

100
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90 4
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1000 4
85 1
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800 -
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400 1 20 4

0 2(I)0 4(l)() 6(')0 S(I)O 10'00 12'00 14'00 10'00 18'00 2000 70 "I5 8'0 8'5 9I0 9I5 100
Valores observados Valores observados
Figura 5: Gréfico da correlacdo entre os valores preditos e os valores observados da atividade
enzimatica e recuperacdo de proteinas, respectivamente, no processo de extracdo de lipase da
améndoa do pequi utilizando sulfato de aménio + tween 80.

De acordo com o planejamento experimental, os valores 6timos de tempo e volume
para se obter méaxima atividade enzimatica devem ser fixados em:

t = 25 minutos v=30mL

No entanto, os coeficientes de determinacdo de 0,884 e 0,711 para atividade e
recuperacdo na solucdo sulfato de aménio demonstraram que ainda seria necessario um novo
planejamento experimental, com novos valores para o tempo, mas mantendo-se o volume de

solucgéo extratora do planejamento anterior. Os resultados séo apresentados na Tabela 12:
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Tabela 12 — Resposta em atividade enzimatica e porcentagem de recuperacéo para o estudo
da extracdo de lipase da améndoa do pequi utilizando sulfato de aménio como solugéo

extratora.
Experimento Tempo  Volume Atividade enzimatica  Recuperagéo (%)
(min) (mL) )
1 12,5 2,25 427,43+9,18 39,09 + 0,99
2 125 2,5 420,99 + 2,92 39,83 +0,31
3 12,5 2,75 406,97 + 8,02 38,82 + 0,52
4 12,5 3,0 372,24 + 13,99 31,44 + 0,56
5 15 2,25 500,90 + 6,56 64,62 + 0,85
6 15 25 498,25 + 10,20 65,06 + 1,72
7 15 275 506,39 + 8,02 67,77 + 0,86
8 15 3,0 428,22 £ 7,00 61,15 + 0,94
9 17,5 2,25 697,70+ 9,15 67,01 +0,71
10 17,5 2,5 679,01 +£10,20 72,11 +2,19
11 17,5 2,75 596,18 + 8,04 72,77 +0,34
12 17,5 3,0 585,66 7,20 61,33 +0,38
13 20 2,25 800,03 + 6,66 67,86 + 0,99
14 20 2,5 788,34 + 5,83 70,69 + 0,78
15 20 2,75 697,20 + 9,62 72,42 +1,38
16 20 3,0 632,89 £15,74 60,02 + 2,07

Valores expressos em termos de média + desvio padréo.

A Tabela 19 apresentou maior atividade enzimatica no volume de 2,25 mL, sendo A

= 800,03 U, enquanto a maior porcentagem de recuperacdo foi 72,42% no volume de 2,75

mL. Para ambas as variaveis, o tempo de extracdo foi de 20 minutos. A Tabela 13 demonstra

a estimativa dos coeficientes de regressao das variaveis trabalhadas.
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Tabela 13 — Coeficientes de regresséo para as variaveis resposta do processo de extracdo de
lipase da améndoa do pequi utilizando sulfato de amonio.

Atividade enzimatica

Recuperacdo de proteinas
Variaveis Estimativa Erro Valort Valorp Estimativa Erro Valort Valorp
padrédo padrdo
Termo -786,3592 269,0943  -2,92 0,0068 -589,9348 66,7991  -8,83 <0,0001
independente
Tempo (L) 105,7863 16,3200 6,48 <0,0001 40,0841 2,9763 13,47  <0,0001
Tempo (Q) - - - >0,05 -1,1164 0,0914  -12,22  <0,0001
Volume (L) 236,3654 101,9359 2,32 0,0279 239,5610 48,0088 4,99 <0,0001
Volume (Q) - - - >0,05 -46,961 9,1363 -5,14 <0,0001
Tempo (L) x -23,1672 6,1822 -3,75 0,0008 - - - >0,05
Volume (L)

A partir da analise estatistica dos dados, verificou-se efeito significativo para tempo e
volume, bem como sua interacdo, no que se diz respeito a atividade enzimética. Em
contrapartida, a recuperacao de proteinas apontou efeito quadratico para ambas as variaveis.
O modelo matematico proposto pode ser observado pelas Equacfes 11 e 12, onde a superficie
de resposta pdde ser construida e mostrada na Figura 6. Além disso, a correlagdo entre 0s
resultados preditos e observados serd visualizada na Figura 7.

A, =—-23,167tv + 105,786t + 236,365V — 786,359

(11)
%rec =—1,116t*> — 46,961v* + 40,08t + 239,561v — 589,93 (12)
S 400 3. - 30
3 - 500 g || =40
o] N 600 o I 50
-_g [ 700 é [ 60
< = | ¢ = &0

Figura 6: Superficie de resposta para atividade enzimatica e recuperacdo de proteinas em
fungdo do tempo e do volume utilizando sulfato de aménio como solucéo extratora.
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Figura 7: Gréfico da correlacdo entre os valores preditos e os valores observados da atividade
enzimatica e recuperacao de proteinas, respectivamente, no processo de extracdo de lipase da
améndoa do pequi utilizando sulfato de amonio.

O comportamento observado para a atividade enzimatica demonstra que os fatores
envolvidos no processo de extracdo sdo diretamente dependentes um do outro, onde a
atividade € potencializada a medida que o volume diminui e o tempo aumenta. O grafico de
superficie de resposta para recuperacdo de proteinas indicou uma tendéncia de melhor
condicdo de extracdo conforme o tempo aumenta, sem efeito aparente da variacdo do volume.
Dessa forma, para garantir maior desempenho de ambas as variaveis simultaneamente, é
necessario utilizar o menor volume e maior tempo possiveis dentro do intervalo estabelecido
nesse planejamento.

Os coeficientes de determinacdo de Rz = 0,969 para atividade enzimaética e R2 =
0,958 para recuperacdo de proteinas e o grafico de correlacdo foram capazes de validar
estatisticamente os modelos propostos, indicando boa proximidade entre os valores obtidos
experimentalmente e os previstos pela regressédo, o que prop0s que os parametros envolvendo
0 processo de extracdo foram otimizados de maneira convincente.

De acordo com o planejamento experimental, os valores 6timos de tempo e volume
para se obter maxima atividade enzimatica devem ser fixados em:

t = 20 minutos v=2,25mL

Apesar da obtencdo, em alguns pontos, de maiores valores de atividade enzimatica e
recuperacdo de proteinas para a solugdo sulfato de amonio + tween 80, a alta variacdo de seus
dados (R? inferior), tanto nas repeticdes quanto nos tratamentos, sugeriu a escolha pela
solugédo extratora composta apenas por sulfato de amonio. Isso também pdde ser observado

nos testes finais de validacdo dos resultados utilizando as condi¢fes otimas definidas para
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cada solugdo (Tabela 14), onde a variavel resposta atividade enzimatica foi superior para o
(NH,4)2SO4, com a recuperacgdo de proteinas apresentando um alto percentual.

Tabela 14 — Testes finais de extracdo de lipase da améndoa do pequi utilizando sulfato de
amonio e sulfato de aménio + tween 80 como solugdes extratoras em suas condi¢des 6timas.

Solucéo extratora Atividade Recuperagéo de
enzimatica (U) proteinas (%)
Sulfato de amonio 729,761+ 14,77 84,770 £ 4,26

Sulfato de amoénio + 255,429 + 38,54 93,351 +1,43
Tween 80
Valores expressos em termos de média + desvio padréo.

Além disso, como citado anteriormente, a presenca de aditivos encarece 0 processo e
dificulta uma posterior ampliacdo de escala (LEHNINGER, 2006; BRESCIANI, 2011). Por
fim, outro fator que reforca a exclusdo do tween 80 ao processo de extracdo de lipase a partir
da améndoa do pequi é a sua aplicacdo no processo de purificacdo baseado em sistemas
aquosos bifasicos, implicando em um meio que ainda ndo foi documentado na literatura e que
possui comportamento desconhecido, onde seria necessario definir os dados de equilibrio para
0s sistemas propostos — 0 que nao € o foco principal desse trabalho.

A atividade enzimética encontrada no presente trabalho estd de acordo com outros
estudos que utilizaram vegetais como fonte de extragédo de lipase. Almeida et al. (2014), por
exemplo, alcangou uma atividade de hidrolise méaxima de 6,55 U através da otimizacdo do
processo de extracdo a partir da farinha de trigo (Triticum spp.). Quando a matéria-prima
possui constituicdo rica em lipideos, existe uma tendéncia de que a atividade lipolitica seja
mais alta, como ocorre em Mehdi et al. (2018), que assumiu 4705,5 U para a semente de
girassol (Heliantus annuus L.), em Santos et al. (2013), que atingiu 487,8 U em suas melhores
condicdes para a semente de mamona (Ricinus communis L.), e em Suwanno et al. (2017),
que obteve 322,68 U para o dendé (Elaeis guineensis).

O fator recuperagdo de proteinas ndo é muito abordado na literatura para métodos de
extragdo. No entanto, os valores encontrados sdo considerados satisfatorios por indicarem alta
remocao de proteinas de uma matriz sélida, processo que é muitas vezes dificultado devido a

estrutura complexa da fonte de estudo.
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4, CONCLUSOES

A composi¢do quimica centesimal encontrada no presente trabalho divergiu, em
alguns componentes, dos resultados visualizados na literatura. Os testes iniciais de extracdo
de lipase da améndoa do pequi com diferentes solucdes extratoras permitiram selecionar as
solugdes (NH4),SO4 e (NH,4),SO,4 + tween 80 por apresentarem diferenca significativa nos
valores de atividade enzimatica total (U) e atividade enzimatica especifica
(U/mg)/recuperacdo de proteinas (%), respectivamente. O planejamento experimental
definido para a otimizagdo das condicOes de extracdo mostrou-se eficiente no estudo dos
parametros tempo e volume de solucdo extratora, possibilitando verificar sua influéncia nas
varidveis resposta atividade enzimatica (U) e recuperacdo de proteinas (%) para ambas as
solucdes extratoras, onde a solucdo composta apenas por Sulfato de amonio apresentou
resultados com menor variabilidade estatistica (R? superior), e por isso foi selecionada como
meio para extracdo da lipase.
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CAPITULO 3

ARTIGO 2

Particdo de lipase da améndoa do pequi (Caryocar brasiliense Camb.) em sistemas

aquosos bifasicos formados por PEG/Isopropanol + Sulfato de amonio + agua.
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RESUMO

Nesse trabalho, estudou-se 0 processo de extracdo liquido-liquido com sistemas de duas fases
aquosas para a particdo da lipase da améndoa do pequi. O experimento foi conduzido de
maneira inteiramente casualizada (DIC) com planejamento fatorial 2x4 para as variaveis
independentes temperatura (25°C e 35°C) e tipo de sistema — PEG 4000-Sulfato de amonio e
isopropanol-sulfato de amdnio com amostras de extrato bruto enzimatico e precipitado obtido
a partir da precipitacdo com sulfato de amonio. A particdo da lipase foi avaliada pelos
parametros coeficiente de particdo de proteinas e de atividade enzimatica, recuperacao teorica,
seletividade, fator de purificacdo e variacdo da energia livre de Gibbs de transferéncia. As
variaveis resposta Ke, K, e %Y tiveram efeito significativo do tipo de sistema em ambas as
temperaturas, enquanto a variacdo de temperatura teve influéncia apenas no sistema
isopropanol-(NH,4),SO,4 para a particdo de proteinas e no sistema PEG-(NH,),SO,4 para a
particdo de atividade enzimética e rendimento. Sendo assim, verificou-se que a enzima
migrou preferencialmente para a fase rica em sal (inferior) e que o SAB composto por
isopropanol e sulfato de amonio a 25°C com amostras do extrato bruto € o melhor protocolo
inicial de purificagdo da lipase da améndoa do pequi devido aos melhores resultados de
particdo encontrados dentro das condicdes estudadas (Ke = 0,053, Kp = 2,333, %Y = 86,391,
S =0,023, FP = 4,479, AG = -7,264).

Palavras-chave: Dados de equilibrio; extracdo liquido-liquido; parametros de particao.

ABSTRACT

In this work, we studied the liquid-liquid extraction process with aqueous two-phase systems
for partition of lipase of pequi seed. The experiment was conducted in a completely
randomized manner with a 2x4 factorial design for the independent variables temperature
(25°C and 35°C) and type of system — PEG 4000-ammonium sulfate and isopropanol-
ammonium sulfate with samples of crude enzyme extract and precipitate obtained from
precipitation with ammonium sulfate. The lipase partition was evaluated by partition
coefficient of protein, partition coefficient of enzymatic activity, enzyme activity recovery,
selectivity, purification factor and variation of Gibbs free energy transfer parameters. The
response variables Ke, K, and %Y had a significant effect on the type of system at both
temperatures, while the temperature change had an influence only on the isopropanol-
(NH4)2S0O,4system for the protein partition and on the PEG-(NH,4),SO,4system for the partition
of enzymatic activity and yield. Thus, it was concluded that the enzyme had preference for the
salt-rich phase (lower). In addition, it is believed that the SAB composed of isopropanol and
ammonium sulfate at 25°C with samples of crude extract is the best initial protocol for
purification of lipase of pequi seed due to the best partition results found within the study
conditions (Ke = 0,053, Kp = 2,333, %Y =86,391, S = 0,023, FP = 4,479, AG = -7,264).

Keywords: Equilibrium data; liquid-liquid extraction; partition parameters.
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1.  INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol hidrolases (E.C. 3.1.1.3)), catalisadores bioldgicos
pertencentes a familia das hidrolases, constituem um importante grupo destinado a aplicacfes
biotecnoldgicas, sendo encontradas em plantas, animais e microrganismos. Possuem como
principal funcdo bioldgica a catélise de reac6es de hidrdlise, esterificacao e transesterificacao,
onde sua atuacdo ocorre na interface 6leo-agua, o que lhes confere potencial tanto em meio
aquoso como em meio organico (BORRELI e TRONO, 2015; CASAS-GODQY et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2019). Diante de sua versatilidade e especificidade, as lipases
encontram-se entre as trés enzimas mais vendidas no mundo, com aplicacdo em diversos
segmentos, como: detergentes, alimentos, farmacos, producdo de biodiesel e tratamento de
efluentes (CASTIGLIONI et al., 2018). Por esse motivo, o interesse em purifica-las vem

apresentando grande potencial.

Atualmente, as técnicas mais empregadas na purificacdo de proteinas sdo a
precipitacdo (BOLLINELI et al., 2015), separacdo por membranas (ABREU e FIGUEIREDO,
2017), filtracdo (ANDRIOLI et al., 2019), eletroforese (FEKETE et al., 2016), extracdo com
micelas reversas (SENSKE et al, 2016) e cromatografias de troca idnica (MUNEERUDDIN et
al.,, 2015) e de afinidade (NIAN et al., 2016). Entretanto, a aplicagdo de processos
downstream para enzimas enfrenta algumas dificuldades em promover sua recuperacdo de
modo que a atividade bioldgica seja preservada, o que exige um elevado nimero de etapas de
purificacdo, alto consumo de energia e de produtos quimicos. Uma alternativa viavel capaz de
amenizar tais limitacdes € a utilizacdo de sistemas aquosos bifasicos (PASSOS et al., 2013;
SOUZA et al., 2015).

O sistema aquoso bifasico (SAB) é um método de particionamento resultante da
incompatibilidade entre dois compostos hidrofilicos a partir de certa concentracdo critica,
originando duas fases imisciveis em que o maior constituinte é a agua. Apesar de existir uma
grande variedade de componentes para os SABs, os mais aplicados na purificacdo de
bioprodutos sdo os formados por dois polimeros ou um polimero e um sal (JIANG et al.,
2015; PADILHA et al., 2016).

A separacdo com sistemas de duas fases aquosas oferece diversas vantagens,
incluindo: elevado rendimento, seletividade e reprodutibilidade favoraveis, facilidade na
ampliacdo de escala e adaptabilidade para 0 uso em processos continuos. Em geral, os SABs
costumam ser muito aplicados em etapas iniciais de particionamento de enzimas. No entanto,

em alguns casos podem até mesmo substituir os sistemas cromatograficos por ser uma técnica
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que proporciona protocolos réapidos, eficientes e econdémicos (SELVAKUMAR et al., 2010;
TAN et al., 2017; PADILHA e OSORIO, 2019).

Embora as enzimas lipoliticas sejam amplamente estudadas, o processo de
purificacdo da lipase a partir da améndoa do pequi ainda ndo foi documentado na literatura.
Diante do exposto, objetivou-se nesse trabalho avaliar a particdo da lipase presente na
améndoa do pequi em sistemas aquosos bifasicos constituidos por PEG 4000/Isopropanol,

Sulfato de amonio e agua nas temperaturas de 25°C e 35°C.

2.  MATERIAL E METODOS
2.1 Local do experimento
O trabalho experimental foi conduzido no Laboratério de Engenharia de Processos

da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus Juvino Oliveira - Itapetinga.

2.2 Material

Os reagentes utilizados foram: sal inorganico sulfato de amonio (CAS No. 7783-20-
2) — adquirido da Synth (Sao Paulo, Brasil); polimero polietilenoglicol 4000 g.mol-1 (CAS
No. 25322-68-3) — obtido da Exodo Cientifica (S&o Paulo, Brasil); &lcool isopropilico (CAS
No. 67-63-0) — obtido da Ecibra (Sao Paulo, Brasil). Todos os reagentes apresentam grau

analitico e foram empregados sem purificacdo adicional.

2.3 Metodos

O extrato enzimatico contendo a lipase foi previamente obtido a partir da extracéo
em recipiente de vidro colocado em banho ultrassonico utilizando a solugdo Sulfato de
amonio 0,1 M nas condic¢des de tempo de 20 minutos e volume de 2,25 mL para 0,5 g de

amostra desengordurada.

2.3.1  Precipitacdo com sulfato de amonio

Parte do extrato enziméatico foi submetida a adicdo de sulfato de aménio até a
saturacdo (60% da massa total do extrato). Entdo, a amostra foi centrifugada em centrifuga
refrigerada (SP LABOR, modelo Sp-701, Presidente Prudente, Brasil) a 3500g por 20 minutos
na temperatura de 4°C.

Sobrenadante e precipitado foram armazenados separadamente, onde o precipitado foi

solubilizado com a quantidade minima necessaria de Sulfato de aménio 0,1M para se tornar
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homogéneo (= 12 mL). Para isso, a cada 1 mL de solucdo salina adicionada, 0 meio era

centrifugado a 3500g por 1 minuto a 25°C.

2.3.2  Purificacdo utilizando sistemas aquosos bifasicos
1. Planejamento experimental

Os ensaios de purificacdo utilizando sistemas aquosos bifasicos foram definidos de
acordo com a analise prévia de sistemas compostos por sulfato de aménio. Nessa etapa,
objetivou-se avaliar a influéncia da temperatura em diferentes tipos de sistemas compostos por
amostras do extrato bruto enzimatico e do precipitado resultante da etapa de pré-purificacao a
partir da precipitacdo com sulfato de aménio. A Tabela 1 descreve um delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com planejamento fatorial 2x4, apresentando trés repeticdes
em todos os pontos. Os resultados foram avaliados atraves da analise de variancia (ANOVA)
com teste F e teste de Tukey para comparacgdo entre médias, ao nivel de 5% de significancia a
partir do software SAS Studio.

Tabela 1 — Variaveis e niveis do planejamento experimental utilizado na purificacdo de lipase
a partir de sistemas aquosos bifasicos.
Tipo de sistema Temperatura (°C)
25 35
Isopropanol- Extrato bruto Precipitado Extrato bruto Precipitado
Sulfato de aménio

PEG 4000-Sulfato Extrato bruto Precipitado Extrato bruto Precipitado
de amonio

Sistemas aquosos bifasicos compostos por sulfato de amonio apresentam grande
versatilidade e aplicabilidade no particionamento de moléculas biolégicas, tornando-se um dos
principais objetos de estudo na &rea, onde os dados de equilibrio sdo facilmente encontrados
para diversas condi¢Bes. Dessa forma, optou-se por utilizar a mesma composigéo global para
todos os sistemas propostos, tendo como validacao os trabalhos apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Dados de equilibrio para diferentes condi¢Ges de sistemas aquosos bifésicos
encontrados na literatura.

Temperatura (°C) Sistema Referéncia
25 Isopropanol-Sulfato de aménio Sanglard et al., 2018.
PEG 4000-Sulfato de amonio Coelho et al., 2013.
35 PEG 4000-Sulfato de amonio ~ Gonzélez-Amado et al., 2016.
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O sistema formado por isopropanol-sulfato de aménio a 35°C nédo foi encontrado na
literatura, e por isso, foi necesséario determinar a curva binodal e a linha de amarracdo do

ponto global selecionado, como serd mostrado a seguir.

2. Determinagéo da curva binodal

Inicialmente, preparou-se uma solucéo de sulfato de aménio concentrada em 46,5%,
sendo que o reagente isopropanol utilizado apresentou grau de pureza de 99,5%. Tais
componentes foram mantidos em banho termostatico (Tecnal, Te- 184, Piracicaba, Brasil)
com precisdo de +0,1 °C para que permanecessem na temperatura de 35 °C.

O meétodo para estabelecer a curva binodal, segundo Albertsson (1971), baseia-se na
turbidez do meio, onde € observada diretamente a formacdo de uma segunda fase. O
procedimento consistiu em pesar 1,0 g da solucdo estoque de sulfato de amonio (46,5% m/m)
em tubo de ensaio, utilizando-se uma balanca analitica M254A (Bel Engineering,
Piracicaba, Brasil). O tubo contendo a solugdo de sulfato de aménio foi levado ao banho
termostatico (Tecnal, Te- 184, Piracicaba, Brasil) com precisdo de +0,1 °C, sendo incubado
até atingir o equilibrio térmico, na temperatura experimental desejada. Foram adicionadas
aliquotas de isopropanol com pipeta automatica até a turvagdo do sistema (solucéo bifasica),
onde o volume de alcool foi registrado. Titulou-se o sistema com &gua destilada até que o meio
se tornasse limpido novamente, registrando o valor de agua adicionada. Esse procedimento foi
repetido continuamente até a obtencdo dos pontos necessarios para construir a curva. A
equacdo empirica sugerida por Hu et al. (2003) foi utilizada para ajuste da curva binodal:

Wiso = exp(a+b(Wsa1)®® + cWsal + d(Wsal)2) (1)

Em que Wiso € Wsa S80 as fracfes massicas do isopropanol e do sal sulfato de aménio,
respectivamente, e a, b, ¢ e d séo parametros de ajuste da equagdo obtidos com o auxilio do
software SIGMAPLOT®. A massa de 4gua do SAB foi obtida pela diferenca do percentual de

alcool e sal.

3. Determinacéo da linha de amarracgéo

A linha de amarracdo foi obtida utilizando o método gravimétrico descrito por
Merchuk et al. (1998), que consiste em selecionar um ponto acima da regido bifasica (Tabela

3), através do qual a linha de amarracéo vai passar. O ponto que deu origem ao diagrama de
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fases desenvolvido foi selecionado de modo que ndo tocasse na curva binodal do sistema nem
excedesse o limite dessa curva, permitindo a formacdo de fases bem definidas a partir da
mesma concentracao para o isopropanol e o sulfato de aménio no ponto global.

Tabela 3 — Composicdo global para os sistemas formados por PEG 4000/isopropanol €
sulfato de amonio, nas temperaturas de 25°C e 35 °C, expressa em porcentagem massica (%
m/m).

Ponto Global  Isopropanol/PEG (%) Sulfato de amdnio (%o) Agua (%)

1 20 17,5 62,5

As composigdes conhecidas dos solutos foram adicionadas em tubos de centrifuga
graduados de fundo conico, a partir da massa das solugdes estoques do sulfato de amdnio,
isopropanol e agua para uma massa total do sistema de 50 g. A mistura foi agitada
vigorosamente e entdo centrifugada (SP LABOR, modelo Sp-701, Presidente Prudente,
Brasil) a 2000g por 10 minutos para acelerar a separacgdo de fases. Os tubos foram mantidos
em repouso durante 12 horas em estufa B.O.D a 35° C, a fim de alcancar o equilibrio das fases.
Todas as solucdes e diluicbes foram preparadas usando balanca analitica M254A (Bel

Engineering, 80 Piracicaba, Brasil) com precisdo de +0,0001 g.

Com a obtencdo do equilibrio, a fase superior foi coletada com o auxilio de uma
seringa de agulhas longas até que restasse uma camada de aproximadamente 3 mm desta fase
acima da interface. Este procedimento visou garantir que a interface ndo fosse perturbada. Em
seguida, uma seringa foi introduzida cuidadosamente na célula de equilibrio para a retirada da
fase inferior, evitando que a interface fosse perturbada. Apds a separacdo, determinou-se o
volume e a densidade das fases a fim de obter os valores em termos de massa. Para isso,
utilizou-se um Densimetro Digital de Bancada DMA 5000M (ANTON-PAAR, Graz, Austria)
com precisdo de 5 x 10 g.cm™ e + 0,01°C e repetibilidade de 1 x 10° g.cm™ e + 0,01°C na
faixa de operacdo de 0 a 3 g.cm™.

A concentracdo de cada componente nas fases coletadas foi estimada pela aplica¢éo da
regra da alavanca, na relacdo entre a composi¢do em massa da fase superior e a composi¢éo
total do sistema. Para determinagdo dos componentes da linha de amarragdo o seguinte
sistema de quatro equacdes (Equagdes 2-5) e quatro incognitas (Wiso 5, Wiso ', WsaL §, WsaL ')
foi resolvido (MERCHUK et al., 1998) com o auxilio do comando solver do software
Microsoft Excel (verséo 14.0):

Wigs = exp(a +b(We)®5  + cWoys + d(Wps)?) 2)

iso®
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Vl/isoi = exp(a + b(M/sali)O'5 + CVl/sali + d(Wsali)z) ) (3)

Wisos™Wisom _ My @)
WiSOm_WiSOi mg
Wsam—Wsas ) (5)

Wsali_Wsalm mg

onde Wig,*, Wsar®, Wiso', Wsal', Wig,™, W™ s30 as composicdes em fracdo massica do
isopropanol e do sulfato de aménio na fase superior, inferior e na mistura, respectivamente; e m;
e ms S80 as massas da fase inferior e superior, respectivamente.

O comprimento da linha de amarracédo foi obtido utilizando a seguinte equacao:

CLA =,/[AC1]? + [AC2]? (6)

A inclinacédo da linha de amarragéo foi determinada por:
ILA=AC1/AC> (7)

Onde AC; e AC; correspondem a diferenca de concentracdo de componente 1 (C1) e

componente 2 (C>) nas fases superior e inferior, respectivamente, expressa em % m/m.

4. Particao da lipase

A composicdo do ponto global (Tabela 3) foi utilizada para a construcao dos sistemas
aquosos bifasicos estudados na particdo da lipase. Os sistemas foram formados a partir da
adicdo de quantidades adequadas de solucdo estoque de PEG + sulfato de amdnio + &gua e
isopropanol + sulfato de aménio + agua com posterior adi¢do do extrato enzimatico para uma
massa total de 5 g em tubos de centrifuga conico. Entretanto, a presenca do sulfato de amonio
como solucdo extratora fez com que fosse necessario realizar um balango de massa que

levasse em consideracéo essa entrada de sal na composicao global do sistema.

Os tubos foram misturados e centrifugados a 2000g por 10 minutos a fim de acelerar a
separacdo de fases. Em seguida, os sistemas foram mantidos em repouso por 12 horas em

estufa B.O.D na condicdo de temperatura determinada. Apds os sistemas atingirem o
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equilibrio, as fases foram coletadas com seringas de agulhas finas, para posterior determinagdo
do teor de proteina total e da atividade enzimatica.

i Determinacéo do teor de proteinas

A quantificacdo de proteinas totais nos extratos obtidos foi realizada de acordo com o
método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando espectrofotdmetro com comprimento de
onda fixado em 595 nm. A curva analitica foi construida utilizando como padréo a proteina
Albumina do Soro Bovino (BSA).

ii. Determinacdo de atividade enzimatica
A atividade enzimatica foi determinada conforme Winkler e Stukmann (1979) com
modificacBes, utilizando o substrato sintético p-nitrofenil palmitato (p-NPP). O meio
reacional € denominado solucdo C, composto pelas solucbes A e B:
= Solucdo A: 162,0 mg de pNPP dissolvidos em 30,0 mL de isopropanol;
» Solucdo B: 9,0 g de Triton X-100 e 0,90 g de goma arébica dissolvidos em 450 mL
de tampao Tris-HCI 0,09M, pH 8,0.

Para a solucdo C, foram adicionados 1,0 mL da solucdo A e 9,0 mL da solucdo B sob
agitacdo continua. Para cada tubo de ensaio, adicionou-se 0,5 mL da mistura em banho
termostéatico a 37°C por 10 minutos para ambientagdo. Em seguida, uma aliquota de 0,5 mL
do extrato bruto enzimatico foi incubada juntamente a solugdo C por 15 minutos. A reacao
foi interrompida aquecendo as amostras a 100°C por 1 minuto, seguido de adicao de 2,0 mL
de acetona (PASTORE et al., 2003).

O p-nitrofenol liberado pela acdo da lipase gera coloracdo amarelada que pode ser
observada pela leitura da absorbancia a 410 nm. A curva padrao foi construida utilizando-se
p-nitrofenol. Uma unidade de lipase (U) é definida como a quantidade de enzima que libera
1pumol de p-nitrofenol por mL por minuto nas condi¢des descritas. Para o célculo da
atividade enzimatica, foi utilizada a Equacéo 8:

U _ CpnpXxFDXVT

(8)

mL Vext

Onde: U/mL é a unidade de atividade enzimatica, definida de acordo com o método
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utilizado, nas condicBes padréo de ensaio; Cpnp € @ concentragdo de p-nitrofenol (pumol)
liberado por mL; FD € o fator de dilui¢do; V1 € o volume total de reacdo; Ve é o volume de

extrato enzimatico; t é o tempo de reacdo (minutos).

Por fim, a atividade enzimatica especifica (U/mg) foi obtida através da razéo entre a

atividade enzimatica (U/mL) e a concentragdo de proteinas (mg/mL).

5. Avaliacdo dos parametros de particao

O coeficiente de particdo de atividade enzimatica (K.), definido como a atividade
enzimatica (U/mL) nas fases superior (Usy) € inferior (Uinr) do sistema, foi determinado
conforme descrito pela Equagéo 9.

_ [Ulsup

K. =
¢ [Ulins

9)

O coeficiente de particdo de proteina (Kp), que é a relacéo entre a concentragéo de
equilibrio de proteina total (mg/mL) na fase superior (Csyp) € inferior (Ciy), foi calculado
como descrito na Equacéo 10.

[C]sup
K, =—— 10
P [Cling (10)

A seletividade (S) foi estabelecida como a razdo entre o coeficiente de particdo de

atividade da lipase (K) e o coeficiente de parti¢do de proteina total (Kp):

—_ Ke
Kp

S 1)

Para que seja possivel selecionar o SAB com melhor capacidade de extracdo da
proteina estudada, calculou-se a recuperagdo tedrica (Y%) do sistema, utilizando a Equacao
12 (PICO et al., 2006):

100

1
1+ (5 Ke)

y(%) = (12)
Onde R corresponde a razdo entre os volumes da fase superior e inferior e K, ao
coeficiente de particdo de atividade da lipase.

O fator de purificacdo (FP) foi definido como a razdo entre a atividade enzimatica
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especifica (U/mg) na fase preferencial de particionamento da enzima ([Uesp]ase) € NO extrato

bruto/clarificado ([Uesp]ext):

FP = [Uesp]fase (13)

[Uesp]ext

6. Estimativa da variacdo da energia livre de Gibbs
Ao estudar a particdo do substrato entre as fases de um sistema aquoso bifésico, a
espontaneidade da reacdo pode ser melhor compreendida com base no parametro
termodindmico denominado energia livre de Gibbs de transferéncia (AG), que é calculado
pela relacdo cléssica da termodindmica demonstrada:
AG (kj mol™") = —RTInkK, (14)

Onde R ¢ a constante universal dos gases (8,314x10° kJ mol™ K™), T é a temperatura

do sistema (K) e K¢ é o coeficiente de particdo de atividade enzimatica.

2.3.3 Identificacdo da proteina por eletroforese SDS-PAGE

Os extratos enzimaticos bruto e purificado foram submetidos a técnica de eletroforese
por SDS-PAGE (gel de poliacrilamida 12%) sob condigbes desnaturantes para
acompanhamento qualitativo das moléculas presentes conforme Cutler (2004), com
modificacbes. A desnaturacdo das amostras ocorreu a partir de sua adicdo em tampdo de
desnaturacgdo (Tris-HCI pH 6,8, 4% m/v de SDS, 4% v/v de 2-mercaptoetanol, 20% v/v de
glicerol e azul de bromofenol) na proporcéao 1:3.

O gel de poliacrilamida foi polimerizado com um gel de separacao de 15% e um gel de
empilhamento de 5%, seguido de adi¢cdo de 30 UL de amostra (desnaturada e centrifugada) em
cada poco e posterior acréscimo de tampdo do eletrodo para cobri-los completamente. A
corrida obteve duracdo de 160 minutos em uma voltagem de 100 V. Por fim, o gel foi retirado
das placas de vidro e imerso em solucdo corante com 0,1% de azul de Cromassie brilliant G-
250, metanol, agua e &cido acético na proporc¢do 5:4:1 e descorado com a mesma solugdo sem
0 azul de Cromassie. As massas moleculares dos componentes presentes na amostra foram
determinadas utilizando-se marcador de peso molecular com bandas entre 24 e 200 kDa. O

gel resultante foi escaneado para documentacéo em foto.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Dados de equilibrio: diagrama de equilibrio e comprimento da linha de amarracao
A partir do diagrama de fases para o SAB composto por isopropanol e sulfato de

amonio na temperatura de 35°C (Figura 1), € possivel obter as informacGes referentes a

concentracdo dos componentes para a formacgédo das duas fases.
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Figura 1: Diagrama de fases do sistema isopropanol + sulfato de amonio + agua na
temperatura de 35°C.

A partir da Figura 1, verifica-se que o ponto global (20% PEG/isopropanol; 17,5%
sulfato de amdnio) selecionado para os demais sistemas se encontra dentro da regido bifasica
do sistema isopropanol-sulfato de amoénio na temperatura de 35°C, possibilitando concluir que
é adequado utilizar essa composicao para 0 mesmo.

Os dados obtidos experimentalmente a partir da curva binodal permitiram ajustar a
equacdo nado linear (Equacdo 1) proposta por Hu et al. (2003), sendo os valores dos
parametros a, b, ¢ e d, o coeficiente de determinacéo (R?) e o desvio padréo (sd) da equagio
ajustada para o sistema estudado apresentados na Tabela 4. Os valores de R? e sd indicam que
a equacdo se ajustou de forma satisfatdria aos dados experimentais.

Tabela 4 — Pardmetros ajustados, coeficiente de determinacdo e desvio padréo obtidos para o
sistema formado por isopropanol e sulfato de amonio a 35°C pela equacéo de Hu et al. (2003).
a b c d R? sd

-0,0072 -3,3485  -6,6142 -1,2544 0,9987 0,014

As composic¢des de equilibrio, das fases superior e inferior, o comprimento (CLA) e a
inclinacdo (ILA) da linha de amarracdo do sistema composto por isopropanol e sulfato de

amonio na temperatura de 35°C sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Dados da linha de amarracdo e fragdo massica do sistema formado por
isopropanol (Wis,), sulfato de amoénio (Wsy) € agua a 35°C.

CLA ILA  Composicdo global  Fase superior Fase inferior
Wiso Wsal Wiso Wsal Wiso Wsal
0,8857 -0,2454 20 17,5 0,9098 0,0006 0,0496 0,2117

A partir da Tabela 5 é possivel observar que a concentracdo de sal € praticamente nula
dentro da fase rica em isopropanol (superior), enquanto a fase com predominancia de sulfato
de amonio (inferior) apresenta uma concentracdo de alcool um pouco maior, apesar de ndo ser
téo elevada.

Segundo Da Silva e Loh (2006), o comprimento da linha de amarracdo esta associado
a seletividade do sistema, sendo que, a medida que o CLA aumenta, a molécula alvo possui
um indicativo em migrar preferencialmente para uma das fases, distanciando o coeficiente de
particdo cada vez mais de 1. Tal comportamento é resultante do aumento da diferenca na
composicdo entre as fases, que aumenta as contribuicdes entalpicas e entrdpicas na
transferéncia do bioproduto para uma das fases. Em Gonzalez-Amado et al. (2016) e Sanglard
et al. (2018), os comprimentos da linha de amarracdo de 0,4562 em SAB composto por PEG
4000 e sulfato de aménio a 35°C e 0,5199 em sistema isopropanol-sulfato de amoénio a 25°C
sdo menores que o do presente estudo (CLA = 0,8857), onde os resultados experimentais
encontrados para o0s parametros de particdo (item 3.2) reforcardo a afirmativa de
particionamento espontaneo para o sistema isopropanol-sulfato de aménio a 35°C.

Entretanto, € valido ressaltar que o aumento no comprimento da linha de amarracao
ndo é uma garantia de eficiéncia do processo de separacdo, fazendo-se necessario
compreender a natureza das biomoléculas envolvidas e dos constituintes do sistema para
estabelecer as conclusdes adequadas (CHAIWUT et al., 2010).

3.2 Particdo da lipase

Foram realizados experimentos de particdo da lipase em sistemas aquosos bifasicos
compostos por PEG 4000 + sulfato de amonio + &gua e isopropanol + sulfato de amonio +
agua para as temperaturas de 25°C e 35°C. Os resultados dos coeficientes de particdo de
proteinas (K,) e de atividade enzimatica (Ke¢) e da recuperacéo tedrica (%Y) foram analisados
estatisticamente através do teste F, na analise de variancia (ANOVA), apresentando efeito
significativo (P<0,05) para a interacdo entre temperatura e tipo de sistema, bem como o
desdobramento da influéncia da temperatura no tipo de sistema e do tipo de sistema na

temperatura para as trés variaveis resposta. Dessa forma, realizou-se a avaliacdo por teste de
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comparacédo entre médias (Tabela 6) utilizando o teste de Tukey.

Tabela 6 — Comparacdo entre médias para coeficiente de particdo de atividade enzimética e
de proteinas e recuperacdo tedrica de sistemas formados por PEG 4000/isopropanol + sulfato
de aménio + &gua nas temperaturas de 25°C e 35°C. (CV = 8,14%, 11,32% e 2,79%)

Sistema

Isopropanol-
Sulfato de amdnio
(Extrato bruto)
Isopropanol-
Sulfato de ambnio
(Precipitado)
PEG-Sulfato de
amonio
(Extrato bruto)
PEG-Sulfato de
amodnio
(Precipitado)

Ke Ko %Y

25°C 35°C 25°C 35°C 25°C 35°C
0,053+0,001%  0,041+0,001"  2333+0,126%% 0,257 £0,002”° 86,391 +1,385"% 85,074 + 1,289 A
0,114 +0,003% 0,109+ 0,004 3  1561+0,0928 0,195+ 0,005"% 75117 +1,354 % 74,723 + 1,956 B2

0,247 +0,004°®  0,636+0,031°  0,100+0,010° 0,214 + 0,014 "% 70,608 + 0,374 <2

0,227 +0,009°% 0,582 +0,037% 0,082+ 0,001 0,058 + 0,003 8 62,426 + 0,710 P*

49,118 + 2,528 °

48,680 + 1,883 P°

Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna nédo diferem entre si pelo Teste de Tukey e de mesma letra
minuscula na linha néo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

O teste F indicou que a variacdo de temperatura influenciou no sistema PEG-sulfato de
amonio para Ke, e no sistema isopropanol-sulfato de amonio para K,. No teste de comparagéo
entre médias, € possivel verificar influéncia significativa do tipo de sistema em ambas as
temperaturas.

Os coeficientes apresentaram valores menores que 1 nos sistemas formados por PEG
nas duas temperaturas estudadas e por isopropanol na temperatura de 35°C, o que indica
migracdo preferencial das moléculas para a fase inferior rica em sal. Mathiazakan et al. (2016)
e Ramakrishnan et al. (2016) demonstraram desempenho semelhante em SABs compostos por
1-propanol/sulfato de aménio e PEG/sulfato de aménio. Tal resultado pode ser explicado pelo
favorecimento da solubilidade das proteinas através do efeito salting in promovido pela
solucdo salina, onde os ions dissociados tendem a reforcar a camada de solvatacdo da enzima
(ANVARI, 2015). Além disso, o particionamento para a fase contendo &lcool ou PEG é
desfavorecido, respectivamente, por sua capacidade desnaturante ou pelo efeito do volume de
exclusdo. Sob essa circunstancia, polietilenoglicol e lipase irdo competir pelos espacos
intersticiais em virtude da extensa massa molar do polimero, ocasionando no que é conhecido
por impedimento estérico e expulsando a biomolécula da fase (LEHNINGER, 2006;
RAMAKRISHNAN et al., 2016).

O SAB composto por isopropanol e sulfato de aménio na temperatura de 25°C
estabeleceu coeficiente de particdo de proteinas com valor maior que 1 — preferéncia pela fase
superior rica em alcool. O comportamento em questdo é visto em Show et al. (2013), que
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também utilizou um sistema formado por isopropanol e sulfato de aménio. De acordo com o
autor, a afinidade observada entre as demais proteinas presentes no extrato e a fase nessas
condi¢bes pode ser explicada pelo efeito da temperatura. Em temperatura ambiente, os
contaminantes migram preferencialmente para o0 meio contendo isopropanol. No entanto, o
aumento da temperatura do sistema tende a favorecer a solubilidade do alcool em agua,
dificultando as interacbes com o0s biocompostos e promovendo seu deslocamento para a fase
rica em sal (MARTINS et al., 2013).

No que se diz respeito a recuperagdo tedrica, o teste F e 0 teste de comparacdo entre
médias verificaram que as duas temperaturas tiveram efeito significativo no tipo de sistema e
que apenas o sistema PEG-sulfato de amodnio teve significancia dentro das temperaturas.
Dessa forma, é possivel apontar que o sistema isopropanol e sulfato de amdnio (extrato bruto)
apresentou maior rendimento.

O presente trabalho obteve valores distintos para o fator recuperacdo tedrica da
enzima, que € dependente das condi¢Bes do meio e da afinidade da lipase por uma das fases.
Por exemplo, Nandini e Rastogi (2011) atingiram 28,44% de rendimento no sistema composto
por PEG 6000 e sulfato de aménio, ja Barbosa et al. (2011) encontrou 90,15% para o sistema
PEG 4000-fosfato de potassio. O sistema isopropanol-sulfato de aménio (extrato bruto) a
25°C desse experimento alcancou %Y maxima de 86,391%, de modo semelhante ao
observado em Ooi et al. (2009), que apresentou 92,8% de recuperacao tedrica em um sistema
isopropanol-sulfato de amonio.

Por fim, os parametros seletividade (S), fator de purificacdo (FP) e energia livre de
Gibbs de transferéncia (AG) da lipase sdo apresentados na Tabela 7 pela analise estatistica
através do teste F na analise de variancia (ANOVA). Os resultados verificaram efeito
significativo (P<0,05) para a interagéo entre temperatura e sistema e para o desdobramento da
significancia da temperatura no tipo de sistema e do tipo de sistema na temperatura para todas
as variaveis estudadas. Assim, realizou-se a comparacdo entre médias utilizando o teste de
Tukey.

No teste F, € possivel observar que a variacdo de temperatura ndo apresentou diferenca
significativa apenas para o sistema isopropanol-sulfato de aménio (extrato bruto) no fator
seletividade. O teste de Tukey verificou influéncia do tipo de sistema em ambas as

temperaturas para os trés parametros.
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Tabela 7 — Comparacdo entre médias para seletividade, fator de purificagdo e variagdo da
energia livre de Gibbs de transferéncia (AG) (kJ mol™) de sistemas formados por PEG
4000/isopropanol + sulfato de aménio + 4gua nas temperaturas de 25°C e 35°C. (CV = 8,55%,

6,67% e 2,62%)
S FP AG
Sistema 250C 350C 250C 350C 250C 350C
Isopropanol- 0,023+0,001 " 0,162 +0,004%  4,479+0,210"% 1,183+0,022”° 7,264 +0,063"® 8,139 + 0,061 *°

Sulfato de amonio
(Extrato bruto)
Isopropanol- 0,073+ 0,004 0,564 +0,015”° 2,654+0,180 % 0,423+0,023% 5,382 +0,066% 5,662+ 0,104 °°
Sulfato de amonio
(Precipitado)
PEG-Sulfatode  2,489+0,218% 2,986+ 0,193%  1,139+0,028° 3,280+0,125° 3,462 +0,035% 1,161+ 0,126
amonio
(Extrato bruto)
PEG-Sulfatode 3,951 +0,147“® 10,082 +0,381°° 0,972+0,022% 3533+0,146° 2,799+ 0,066 °* 1,388 +0,163
amonio
(Precipitado)

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey e de mesma letra
minuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

O fator seletividade representa a capacidade do sistema em separar molécula alvo e
demais proteinas em fases diferentes. Em termos de seletividade, o sistema PEG-sulfato de
amonio (precipitado) obteve a maior resposta (S = 10,082) na temperatura de 35°C e 0 SAB
formado por isopropanol e sulfato de amonio (extrato bruto) na temperatura de 25°C a menor
resposta (S = 0,023). Ja o fator de purificacdo esta relacionado com a aptidao do sistema em
remover contaminantes do extrato bruto enzimatico. O valor maximo (FP = 4,479) encontrado
no sistema isopropanol-(NH,4),SO, (extrato bruto) a 25°C esta de acordo com a literatura, em
que Anvari (2015) alcangou FP = 4,0 em um sistema PEG 4000-(NH4),SO4, e Ooi et al.
(2009) atingiu FP = 7,4 em um sistema isopropanol-(NH,),SO,.

A energia livre de Gibbs de transferéncia (AG) é a propriedade termodindmica que
relaciona as contribuicGes entélpicas e entropicas da particdo de um bioproduto. Para o
particionamento dentro de um sistema aquoso bifasico, esse parametro informa a variagdo da
energia livre associada ao processo de transferéncia da enzima (Ke¢) de uma fase para outra, o
que pode variar de acordo com o tipo de sistema (DA SILVA e LOH, 2006). Segundo Levine
(2012), quanto menor for o AG, mais espontaneo é o processo de transferéncia, onde a busca
pelo equilibrio termodinamico é encontrada com a tendéncia de deslocamento da enzima da
fase inferior para a superior. O valor positivo da energia livre de Gibbs para os sistemas
contraria tal afirmacéo, onde a molécula migrou preferencialmente para a fase inferior devido
a auséncia de afinidade por PEG/alcool. Nesse caso, a espontaneidade da transferéncia sera
observada com o deslocamento da lipase para o meio contendo sulfato de aménio.

E importante ressaltar que os parametros de particionamento nio devem ser avaliados
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a partir da superioridade numeérica, pois esta ndo representa necessariamente a eficiéncia do
SAB. Os dados menores que 1 para o coeficiente de particdo de atividade enzimatica indicam
apenas que a molécula alvo teve maior afinidade pela fase inferior (rica em sal). Ja para o
fator seletividade, valores cada vez mais proximos de zero (S = 0,023) demonstram que 0 K, é
menor que o K, permitindo concluir que houve separacdo entre enzima e demais proteinas
em fases diferentes — inferior e superior, respectivamente para o tratamento em questao.
Dentro desse contexto, conclui-se que a utilizacdo do sistema aquoso bifésico
composto por isopropanol e sulfato de amoénio na temperatura de 25°C é o melhor protocolo
inicial de purificacdo da lipase extraida da améndoa do pequi dentro das condicdes estudadas.

3.3 Identificacdo da proteina por eletroforese SDS-PAGE
A eletroforese SDS-PAGE (Figura 2) foi realizada para acompanhar qualitativamente

0 processo de extracdo da lipase da améndoa do pequi, além de auxiliar na estimativa da

massa molar da lipase extraida.

E F P

Figura 2: Eletroforese SDS-PAGE da lipase da améndoa do pequi;
(E) Extrato bruto da améndoa do pequi; (F) Fase inferior do sistema isopropanol-sulfato de aménio a 25°C; (P)
Marcador molecular de proteinas (24 a 200 kDa).
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A Figura 2 verifica a presenca de bandas similares no extrato bruto e na fase do
sistema isopropanol-sulfato de aménio a 25°C em que a lipase foi preferencialmente
concentrada (inferior). No entanto, percebe-se que a corrida do extrato apresentou melhor
visualizagdo e que essa amostra continha uma banda a mais (massa molecular de 55 kDa).

Os valores entre 24 e 55 kDa observados sdo condizentes com a faixa de peso
molecular esperada para as lipases — entre 19 e 75 kDa (LEHNINGER, 2006). Contudo, a
presenca de mais de uma banda na fase permite concluir que: a améndoa do pequi contém
lipases de tamanhos distintos; ou o protocolo de purificacdo adotado ndo foi eficiente na
eliminacdo de contaminantes de diferentes pesos moleculares. Nesse caso, 0 procedimento
ainda deve ser repetido para o extrato enzimatico purificado de etapas downstream posteriores

que sejam capazes de aumentar a pureza do meio.

4, CONCLUSOES

O diagrama de equilibrio de fases determinado para o sistema Isopropanol-Sulfato de
amonio a 35°C demonstrou que o ponto global selecionado para os sistemas € localizado
dentro de sua regido bifasica, sendo adequado utiliza-lo também para esse SAB. A particdo da
lipase em sistemas aquosos bifasicos indicou que o sistema composto por isopropanol e
sulfato de amonio (extrato bruto) a 25°C obteve os melhores resultados para coeficiente de
particdo de atividade enzimatica (K¢) e de proteinas (K), recuperagdo teorica (%Y),
seletividade (S) e fator de purificacdo (FP), além da energia livre de Gibbs de transferéncia
(AG) apontar que o particionamento da enzima dentro do mesmo foi espontaneo. A técnica de
eletroforese SDS-PAGE verificou a presenca de algumas bandas na fase do sistema que a
lipase teve maior afinidade (inferior), concluindo-se que a améndoa do pequi contém lipases
de tamanhos distintos ou o protocolo de separacdo adotado nédo foi eficiente na eliminacao de
contaminantes de diferentes pesos moleculares. No segundo caso, sera necessaria uma nova

etapa de purificacdo para aumentar a pureza do meio.
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ANEXO - Tabelas de Analise de variancia (ANOVA)
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Andlise de variancia para a atividade enzimatica total dentro dos testes iniciais de
extracdo de lipase a partir da améndoa do pequi utilizando trés solucdes extratoras
distintas. (CV =3,75%.)

FV GL SQ QM f P
Tratamento 2 108396,179  54198,090 272,104 <0,0001
Residuo 5 995,908 199,182
Total 7 109392,088  15627,441

Analise de variancia para a atividade enzimatica especifica dentro dos testes iniciais de
extracdo de lipase a partir da améndoa do pequi utilizando trés solugdes extratoras
distintas. (CV =0,41%.)

FV GL SQ QM f p
Tratamento 2 4,059 2,030 2282,894 <0,0001
Residuo 5 0,004 0,0008
Total 7 4,064 0,581

Anédlise de variancia para a recuperagdo de proteinas dentro dos testes iniciais de
extracdo de lipase a partir da améndoa do pequi utilizando trés solucdes extratoras
distintas. (CV =3,94%.)

FV GL SQ QM f p
Tratamento 2 1095,114 547,557 200,163 <0,0001
Residuo 5 13,678 2,736
Total 7 1108,792 158,399
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Anélise de variancia para o modelo ajustado da atividade enzimética dentro do primeiro
planejamento experimental no processo de extracdo de lipase a partir da améndoa do
pequi utilizando sulfato de amonio.

FV GL SQ QM f p
Regressio 4 370206,286 92551571 48,794 <0,0001
Tratamento 15  639138,092  42609,206 22,464 <0,0001
Falta de ajuste 11 268931,807  24448,346 12,889 <0,0001
Erro 32 60697,223  1896,788
Total 47 699835315  14890,110

CV =9,33% e R?=57,92%.

Anédlise de variancia para o modelo ajustado da recuperacdo de proteinas dentro do
primeiro planejamento experimental no processo de extracdo de lipase a partir da
améndoa do pequi utilizando sulfato de amonio.

FV GL SQ QM f p
Regressao 3 9201,358 3067,119 798,103 <0,0001
Tratamento 15 11388,361 759,224 197,560 <0,0001
Falta de ajuste 12 2187,003 182,250 47,424 <0,0001
Erro 32 122,976 3,843
Total 47 11511,337 244,922

CV =2,68% e R?= 80,79%.

Anélise de variancia para o modelo ajustado da atividade enzimatica dentro do primeiro
planejamento experimental no processo de extracdo de lipase a partir da améndoa do

pequi utilizando sulfato de amonio + tween 80.

FV GL sQ QM f P
Regressao 3 3858427,784 1286142595 80042,637  <0,0001
Tratamento 15 7348687,842 489912,523  30489,535  <0,0001
Falta de ajuste 12 3490260,058 290855005  18101,260  <0,0001
Erro 32 12267264 383,352
Total 47 7360955105 156616,066

CV =3,04% e R?=52,51%.
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Anédlise de variancia para o modelo ajustado da recuperacdo de proteinas dentro do
primeiro planejamento experimental no processo de extracdo de lipase a partir da

améndoa do pequi utilizando sulfato de amonio + tween 80.

FV GL SQ QM f p
Regresséo 4 10832,822 2708,205 168,544 <0,0001
Tratamento 15 14823,096 988,206 61,501 <0,0001
Falta de ajuste 11 3990,275 362,752 22,576 <0,0001
Erro 32 514,183 16,068
Total 47 15337,279 326,325

CV =5,43% e R2= 73,08%.

Anélise de variancia para o modelo ajustado da atividade enzimética dentro do segundo
planejamento experimental no processo de extracdo de lipase a partir da améndoa do
pequi utilizando sulfato de amonio.

FV GL SQ QM f D
Regressao 4 457771,744  114442,936 601,528 <0,0001
Tratamento 15 517901,523 34526,768 181,477 <0,0001
Falta de ajuste 11 60129,778 5466,343 28,732 <0,0001
Erro 16 3044,060 190,254
Total 31 520945,582 16804,696

CV =2,19% e R2= 88,39%.

Anélise de variancia para o modelo ajustado da recuperacdo de proteinas dentro do
segundo planejamento experimental no processo de extracdo de lipase a partir da
améndoa do pequi utilizando sulfato de amonio.

FV GL SQ QM f p
Regressao 4 2378,409 594,602 86,477 <0,0001
Tratamento 15 3341,950 222,797 32,403 <0,0001
Falta de ajuste 11 963,542 87,595 12,739 <0,0001
Erro 16 110,014 6,876
Total 31 3451,964 111,354

CV =3,23% e R?= 71,17%.
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Andlise de variancia para o modelo ajustado da atividade enzimatica dentro do segundo
planejamento experimental no processo de extracdo de lipase a partir da améndoa do
pequi utilizando sulfato de amonio + tween 80.

FV GL SQ QM f p
Regresséo 4 9228971,329 2307242,832 9219,438 <0,0001
Tratamento 15 9475986,388 631732,426 2524,320 <0,0001
Falta de ajuste 11 247015,059 22455,914 89,731 <0,0001
Erro 16 4004,136 250,259
Total 31 9479990,524  305806,146

CV =2,0% e R?= 97,39%.

Anédlise de variancia para o modelo ajustado da recuperacdo de proteinas dentro do
segundo planejamento experimental no processo de extracdo de lipase a partir da
améndoa do pequi utilizando sulfato de amonio + tween 80.

FV GL SQ QM f p
Regressao 4 1174,037 293,509 40,498 <0,0001
Tratamento 15 1463,664 97,578 13,464 <0,0001
Falta de ajuste 11 289,627 26,330 3,633 0,0098
Erro 16 115,959 7,247
Total 31 1579,617 50,955

CV =3,07% e R?= 80,21%.

Andlise de variancia para o modelo ajustado da atividade enzimética dentro do terceiro
planejamento experimental no processo de extracdo de lipase a partir da améndoa do
pequi utilizando sulfato de amonio.

FV GL SQ QM f p
Regressao 3 565181,038  188393,679 1131,067 <0,0001
Tratamento 15 583417,316 38894,488 233,513 <0,0001
Falta de ajuste 12 18236,278 1519,690 9,124 <0,0001
Erro 16 2665,004 166,563
Total 31 586082,319  18905,881

CV =3,41% e R?= 96,87%.
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Anédlise de variancia para o modelo ajustado da recuperacdo de proteinas dentro do
terceiro planejamento experimental no processo de extracdo de lipase a partir da
améndoa do pequi utilizando sulfato de amonio.

FV GL SQ QM f P
Regressio 4 5567,698  1391,925 548371  <0,0001
Tratamento 15 5808,801 387,253 152565  <0,0001
Falta de ajuste 11 241,103 21,918 8,635 0,0001
Erro 16 40,613 2,548
Total 31 5849,413 188,691

CV =2,68% e R2= 95,85%.

Anélise de variancia para o coeficiente de particdo de atividade enzimatica de sistemas
formados por PEG 4000/isopropanol + sulfato de ambénio + agua nas temperaturas de
25°C e 35°C. (CV =8,14%)

FV GL SQ QM f D
Temperatura 1 0,150 0,150 326,08 <0,0001
Sistema 3 0,824 0,275 596,86 <0,0001
Temperatura*Sistema 3 0,178 0,059 129,06 <0,0001
Tratamento 7 1,152 0,164 357,69
Residuo 16 0,007 0,0005
Total 23 1,159

Anélise de variancia para o coeficiente de particdo de proteinas de sistemas formados
por PEG 4000/isopropanol + sulfato de aménio + agua nas temperaturas de 25°C e 35°C.
(CV =11,32%)

FV GL SQ QM f P
Temperatura 1 4,217 4,217 914,41 <0,0001
Sistema 3 6,224 2,075 449,91 <0,0001
Temperatura*Sistema 3 5,071 1,690 366,54 <0,0001
Tratamento 7 15,512 2,216 480,54
Residuo 16 0,074 0,005
Total 23 15,586
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Andlise de variancia para a recuperagdo tedrica de sistemas formados por PEG
4000/isopropanol + sulfato de aménio + agua nas temperaturas de 25°C e 35°C. (CV
=2,79%)

FV GL SQ QM f p
Temperatura 1 511,926 511,926 137,76 <0,0001
Sistema 3 3475,906 1158,635 311,78 <0,0001
Temperatura*Sistema 3 467,104 155,701 41,90 <0,0001
Tratamento 7 4454,936 636,419 171,26
Residuo 16 59,458 3,716
Total 23 4514,395

Andlise de varidncia para a seletividade de sistemas formados por PEG
4000/isopropanol + sulfato de aménio + agua nas temperaturas de 25°C e 35°C. (CV
=8,55%)

FV GL SQ QM f P
Temperatura 1 19,757 19,757 418,84 <0,0001
Sistema 3 186,021 62,007 1314,51 <0,0001
Temperatura*Sistema 3 37,399 12,466 264,28 <0,0001
Tratamento 7 243,177 34,739 736,46
Residuo 16 0,755 0,047
Total 23 243,932

Anédlise de variancia para o fator de purificacdo de sistemas formados por PEG
4000/isopropanol + sulfato de aménio + &gua nas temperaturas de 25°C e 35°C. (CV
=6,67%)

FV GL SQ QM f P
Temperatura 1 0,249 0,249 11,49 0,0037
Sistema 3 5,025 1,675 77,19 <0,0001
Temperatura*Sistema 3 40,281 13,427 618,71 <0,0001
Tratamento 7 45,556 6,508 299,88
Residuo 16 0,347 0,022
Total 23 45,903
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Anédlise de variancia para a variagdo da energia livre de Gibbs de transferéncia de
sistemas formados por PEG 4000/isopropanol + sulfato de aménio + agua nas
temperaturas de 25°C e 35°C. (CV =2,62%)

FV GL SQ QM f p
Temperatura 1 2,452 2,452 184,45 <0,0001
Sistema 3 131,022 43,674 3285,26 <0,0001
Temperatura*Sistema 3 9,746 3,249 244,37 <0,0001
Tratamento 7 143,220 20,460 1539,05
Residuo 16 0,213 0,013
Total 23 143,433
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