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RESUMO - Neste estudo é apresentada a modelagem matematica da adsorcdo de
quitosanases produzidas por Paenibacillus ehimensis usando uma coluna de leito
expandido. As corridas de adsorgdo foram realizadas em coluna de vidro 30,00 cm X
2,64 cm e a Streamline DEAE foi usado como adsorvente. Os experimentos foram
executados em condicdes diferentes de concentragdo inicial (0,20 a 0,26 UA/mL), altura
do leito fixo (5,0 e 7,5 cm) e velocidade de fluxo (80 a 240 cm/h). O modelo de taxa
geral desenvolvido levou em consideracdo a transferéncia de massa, a adsor¢ao, 0s
efeitos hidrodinamicos e a difusdo no poro. O algoritmo metaheuristico PSO (particle
swarm optimization) foi introduzido para estimar parametros cinéticos e de
transferéncia de massa, propiciando maior ajuste do modelo. As simula¢6es mostraram
boa concordancia com as curvas de ruptura experimentais, alcancando SSR de até
0,265, para os graus de expansao 1,00-2,60.

1. INTRODUCAO

As quitosanases (EC 3.2.1.132) sdo enzimas hidroliticas que atuam nas ligacdes
glicosidicas dos polimeros quitosana e quitina produzindo quitooligossacarideos (QOS), e sdo
expressas por uma variedade de micro-organismos, em sua maioria bactérias (Sun et al., 2007;
Gao et al., 2008). Atualmente, ja se conhece uma diversidade de beneficios relativos ao uso dos
QOS devido a sua agdo antitumoral (Shen et al., 2009), prebidtica (Liang et al., 2013),
antibacteriana (Xia et al., 2010). Um dos problemas da aplicacéo efetiva das enzimas microbianas,
inclusive das quitosanases, é o alto custo envolvido na recuperacéo e purificagdo destes produtos.

A adsorcéo em leito expandido (ALE) € uma tecnica integrativa que combina clarificacéo,
recuperacdo e purificagdo parcial em uma Unica etapa, se valendo de conceitos de cromatografia e
fluidizacdo de solidos. A alimentacdo da ALE pode ser efetuada com extrato bruto ndo tratado,
uma vez que o fluxo ascendente promove a segregagdo das particulas adsorventes, evitando a
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colmatacédo da coluna (Silveira et al., 2009). A estabilidade da expansao do leito aproxima a ALE
das caracteristicas da coluna em leito fixo.

O desempenho do processo de adsorcdo em coluna pode ser avaliado pelas curvas de
ruptura. Neste grafico sdo registrados a concentracdo do efluente ap6s a passagem na coluna e o
tempo de corrida, revelando a saturacdo gradual do leito adsorvente pela molécula de interesse. A
modelagem matematica da curva de ruptura torna-se, entdo, fundamental para entender o
comportamento da adsorgéo e a otimizagdo de parametros operacionais, sem a exigéncia de mais
experimentos (Moraes et al., 2009; Yun et al., 2005).

Assim, o presente trabalho tem como enfoque a modelagem fenomenoldgica das curvas de
ruptura de quitosanases usando a resina Streamline DEAE, um trocador anidnico. As quitosanases
foram produzidas pela cepa Paenibacillus ehimensis e a coluna foi operada em leito fixo e leito
expandido. No estudo buscou-se o0 ajuste das curvas de ruptura experimentais pelo auxilio da sub-
rotina de estimacao enxame de particulas (Particle Swarm Optimization, PSO).

2. EXPERIMENTAL

2.1. Producéao de quitosanases

A cepa Paenibacillus ehimensis NRRL 23118 foi usada na producdo de quitosanases. O
concentrado celular, armazenado a 10 % v/v glicerol, foi transferido a Erlenmeyers de 250
contendo 50 mL do meio A (1,0 g.L™* peptona, 1,0 g.L™ extrato de levedura, 0,5 g.L™* sulfato de
magnésio, 1,0 g.L™ fosfato dibésico de potassio, 2,0 g.L™ glicose, pH 7,0) e incubados a 309 K e
120 rpm durante 24 h. Aliquotas do meio A (5 mL) foram inoculadas em 45 mL do meio B (6,0
g.L™ peptona, 0,5 g.L™* sulfato de magnésio, 1,0 g.L™" fosfato dibéasico de potassio, 1,0 g.L™
glicose, 3,0 g.L™! quitosana, pH 7,0). A producdo foi realizada em shaker durante 48 h, nas
mesmas condic¢des do cultivo anterior (Aradjo et al., 2013). O produto foi armazenado em freezer
a 253 K, acrescido de 0,05 % de azida de sodio.

2.2. Coluna e adsorvente

Uma coluna de vidro com diametro 2,64 cm e altura de 30,00 cm foi confeccionada para
operar em leito expandido. Um pistdo mdvel foi utilizado para permitir diferentes graus de
expansdo do leito e o distribuidor consistia de um leito de microesferas de vidro com altura de 3,0
cm. A alimentacdo da coluna foi realizada por uma bomba peristéltica (Perimax 12, Spetec). A
resina utilizada nos ensaios de adsorcdo foi a Streamline DEAE (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden), um trocador aniénico da primeira geracdo de adsorventes proprios para adsor¢do em
leito expandido.

2.3. Purificacdo de quitosanases

Em cada ensaio a coluna foi equilibrada com tampé&o Fosfato 50,0 mM e pH 8,0 e, em
seguida, fez-se passar 200,0 mL de caldo fermentado clarificado com pH 8,0. As alturas do leito
fixo de 5,0 e 7,5 cm foram selecionadas e as velocidades de fluxo variaram de 80 cm/h a 240
cm/h. As corridas foram realizadas em leito fixo (H/Hy = 1) e em leito expandido (H/Ho = 1,80,
H/Ho = 2,20 e H/H, = 2,60) na temperatura de 25°C. A concentracdo de atividade quitosanolitica
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foi analisada na alimentacao e na saida da coluna.
2.4. Determinacéo da atividade quitosanolitica

A atividade enzimatica foi determinada atraves dos passos realizados em Aradjo et al.
(2013). A formacdo de acUcares redutores foi analisada pelo método DNS (Miller, 1959), usando
D-glicosamina (Sigma Aldrich, Ohio, USA) como padrdo. Uma unidade de atividade de
quitosanase (1 UA) foi definida como a quantidade de enzima capaz de formar 1 pumol de D-
glicosamina por minuto nas condicdes estabelecidas.

3. MODELO MATEMATICO

O desenvolvimento do modelo matematico para o processo de adsor¢do de quitosanases
em colunas de leito fixo e de leito expandido necessitou da definicdo de algumas hipéteses:

i. O adsorvente foi considerado como uma esfera de densidade uniforme e grupos funcionais
igualmente distribuidos. O tamanho das particulas seguiu uma distribuicdo axial definida por Tong
e Sun (2002). O leito adsorvente apresentou empacotamento homogéneo.

ii. O adsorvente foi adotado como um material poroso, no qual o adsorbato pode difundir-se
livremente. Representou-se a difusdo intraparticular pelo termo de difusividade efetiva (Des).

iii. O comportamento hidrodinamico da fase liquida foi representado pelo modelo de dispersdo
axial.

iv. A transferéncia de massa na superficie do adsorvente foi governada pelo coeficiente de
transferéncia no filme liquido (k).

v. O equilibrio de adsorcao foi representado pelo modelo de Langmuir como visto na Equagdo 1,
onde a concentracdo de atividade enzimatica no poro (c*) esta em equilibrio local com a atividade
retida nas paredes do adsorvente (g*). Os parametros A e 1/b sdo a capacidade maxima de adsorcao
das quitosanases e o coeficiente de adsorcdo, respectivamente.

_ Abc*
1+bc*

*

1)

O balango de massa na fase fluida em um elemento de volume da coluna pode ser expresso
pela Equacéo 2.

oc d°c uac 3kf(1_5)(0—0f)
=Dy @
ot o e oz R
t=0; ¢(z,0)=0 para0<z<H 3
1-¢)D
2=0; c=co+w@ para t>0 (4)
u oz
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z=H; @:0 para t>0 (5)
oz

Na fase solida, a dispersdo se insere em termos da quantidade de atividade enzimatica
adsorvida, gerando a Equacéo 6 (Wright e Glasser, 2001; Tong et al., 2003).

o? q 3ks(L—&)(c—cy)

oq
1- = Dq 6
(=95 =D+ = ®)
t=0; q(z,0)=0 para0<z<H 7)
z=0; a—q=0 para t>0 (8)
oz
z=H; 8_q=0 para t>0 9
oz

Quando se utiliza adsorventes porosos em processos de adsor¢dao € importante a incluséo
do modelo de disperséo do poro (PDM) (Wright e Glasser, 2001; Tong et al., 2003; Yun et al.,
2005), conforme a Equagdo 10.

o og; o%c; 2 ac
L =—+e Dy | —+——- 10
P ot P e{ar2 ror (10)
t=0; c=cy; ¢ =0; g =0 (11)
oc;
r=0;, —4=0 parat>0 (12)
ar
r=R;, — &, R aq parat>0 (13)
0z 38 Def ot

A otimizacdo por enxame de particulas € um algoritmo de busca estocastico inspirado na
movimentacdo de passaros em busca de alimento. Cada elemento ou particula do enxame procura
a melhor solucdo baseado na melhor posicdo encontrada por ele proprio e pelo conjunto de
particulas. As particulas se movem pelo intervalo de busca e trocam informac¢fes com as outras
particulas, de acordo com as Equacdes 14 e 15 (Burkert et al., 2011).

K+l _ k ind k glob _k
Via =W-Vpg +cl.r1(xp’d —Xp’d)+c2.r2(xd —xp’d) (14)
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k+1 k k+1
Xp,d = Xpd +Vpd (15)

Nas Equacdes 14 e 15, p representa a particula, d é a direcdo de busca, k € o nimero de iteragdes,
v é a velocidade da particula, x é a posicdo da particula, X™ é a melhor posicdo da particula e x9'°
é a melhor posicao encontrada pelo enxame. Os termos ry e r, s8o dois numeros randémicos que
se distribuem entre 0 e 1. Os parametros w, c; € C, tratam-se do peso inercial, parametro de
cognicgéo e parametro social, respectivamente.

As simulacdes do modelo de taxa geral foram realizadas usando a linguagem Fortran, no
software Microsoft Visual Studio 2010. O método de diferengas finitas foi usado para as
discretizacBes nas coordenadas espaciais z e r, sendo adotados trinta pontos em cada caso. Os
balangos diferenciais descritos nas Equacdes 2, 6 e 10 foram resolvidos pela rotina DASSL IMSL.
No algoritmo PSO foram usadas 20 particulas e 20 iteracdes; 0 peso inercial e os parametros de
cognicéo e social foram fixados em 0,7, 1,0 e 1,0, respectivamente. Os intervalos de busca do PSO
para os parametros do modelo foram: ¢€[0,5; 0,9], Daxe [1.10°%; 1.10™], Dse[1.107°%; 1.107], kie
[1.10%% 1.10°%], Dgre[1.10%% 1.10°°], 1€[0,1; 50], be[0,1; 10].

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

O uso de correlagdes para determinacdo de parametros cinéticos e hidrodinamicos é uma
pratica bem comum na modelagem de processos de adsorcdo, entretanto, ha situacdes em que esta
pratica torna-se falha, como, por exemplo, a aplicacdo de extrato bruto para adsorcdo para
quitosanases (Moraes et al., 2009). Para tanto, 0 emprego de uma rotina de estimacdo de
parametros (como o PSO) é importante para contornar estes obstaculos.

A Figura 1 mostra as curvas de ruptura experimentais e simuladas, além das varidveis
operacionais: concentracdo de alimentacéo, altura do leito sedimentado e velocidade de fluxo. As
curvas de ruptura experimentais diferem entre si, principalmente por causa da velocidade de fluxo,
e se assemelham a uma fungédo sigmoidal (S-shape). Os parametros do modelo estimados pelo
PSO estdo dispostos na Tabela 1 e foram usados para simular a adsor¢do das quitosanases. Nota-se
pela Tabela 1 que o estimador também conseguiu reconhecer as tendéncias de alguns parametros
como a dispersdo axial, o coeficiente de transferéncia de massa, a capacidade maxima de
adsorcéo, a constante de adsorcdo e, principalmente, a porosidade do leito.

Os dados experimentais e simulados foram comparados mediante a soma quadratica
residual (SSR), conforme a Equacdo 16. Através deste calculo observa-se uma boa concordancia
entre as curvas experimentais e simuladas, apesar do afastamento consideravel nas regides
C/Cy<0,2. Os valores de SSR foram iguais a 0,461, 0,265, 0,487 e 0,373 para 0s casos A, B, C e D,
respectivamente.

2
(c exp C calc
SSR = ( %30 %30 j (16)

Outro paralelo entre as curvas de ruptura experimentais e simuladas foi realizado a partir
da eficiéncia do processo, como se pode observar na Equacdo 17. A Tabela 2 mostra os valores da
eficiéncia do processo provenientes das curvas de ruptura experimentais e simuladas nas quatro
situacOes testadas. Neste trabalho a eficiéncia do processo foi calculada quando a concentragéo de
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saida atingiu 15 % da concentracdo inicial. Nos casos do leito fixo (A) e do leito expandido na
velocidade 160 cm/h (C) a funcdo eficiéncia experimental e calculada foram préximas, nos casos
B e D, em contrapartida, elas foram bem diferentes. Este afastamento foi causado provavelmente
por instabilidades na expansdo do leito durante o inicio das corridas, o que provocou saidas C/Cy
mais elevadas do que na curva simulada.

tc/Cy=0,15
(0,1510,(;0:0115— jo 0 C/CO-dt)
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Figura 1 — Curvas de ruptura da adsorcdo de quitosanases em leito fixo (A) e expandido (B, C e D). Os
pontos (m) sdo os dados experimentais. As linhas continuas (—) s&o os dados simulados.
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Tabela 1 — Parametros estimados pelo algoritmo PSO nas quatro simulagdes

Parametros Simulagdo A Simulacao B Simulacdo C Simulacdo D
€L 0,549 0,628 0,809 0,832
D (10 cm?/s) 0,446 1,198 0,260 6,466
k_ (10° cm/s) 1,618 5,835 5,271 9,648
Dso (10 cm/s) 3,104 20,735 3,805 9,655
Der (10° cm?/s) 6,244 20,912 1,117 8,810
A (UA/g) 26,661 25,272 29,703 36,014
b (mL/UA) 4,301 3,092 4,996 4,493

Tabela 2 — Eficiéncia experimental e calculada para a adsorcdo de quitosanases em colunas de
leito fixo e expandido.

Eficiéncia A B C D
205 (%) 72,85 39,62 61,59 33.79
B (%) 75,59 87,62 64,58 88.94

5. CONCLUSAO

O objetivo do trabalho foi elaborar um modelo de taxa geral para simular as curvas de
ruptura de quitosanases produzidas por Paenibacillus ehimensis em Streamline DEAE, se valendo
da ferramenta de estimacdo de pardmetros PSO. Como desejado, as curvas de ruptura
experimentais demonstraram um comportamento semelhante a uma sigmaéide, o que facilitou a
tarefa do modelo. O estimador PSO organizou adequadamente cada conjunto de parametros a uma
situacdo especifica, possibilitando curvas de ruptura simuladas proximas das curvas de ruptura
experimentais. Enfim, mostra-se valido o uso de rotinas de estimacdo na modelagem matematica
de sistemas ALE para recuperacdo de quitosanases.

REFERENCIAS

ARAUJO, N. K.; ASSIS, C. F.; SANTOS, E. S.; MACEDO, G. R.; FARIAS, L. F.; JUNIOR, H.
A.; PEDROSA, M. F. F.; PAGNONCELLI, M. G. B. Production of Enzymes by Paenibacillus
chitinolyticus and Paenibacillus ehimensis to Obtain Chitooligosaccharides. Applied Biochemistry
and Biotechnology, v. 170, p. 292-300, 2013.

BURKERT, C. A. V.; BARBOSA, G. N. O.; MAZUTTI, M. A.; MAUGERI, F. Mathematical
modeling and experimental breakthrough curves of cephalosporin C adsorption in a fixed-bed
column. Process Biochemistry, v. 46, p. 1270-1277, 2011.

GAO, X. -A; JU, W. -T.; JUNG, W. -J.; PARK, R. —-D. Purification and characterization of
chitosanase from Bacillus cereus D-11. Carbohydrate Polymers, v. 72, p. 513-520, 2008.

LIANG, T.-W.; LIU, C. -P.; WU, C.; WANG, S. -L. Applied development of crude enzyme from
Bacillus cereus in prebiotics and microbial community changes in soil. Carbohydrate Polymers, v.
92, p. 2141-2148, 2013.

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing Sugar. Anal.
Chem, v. 31, 3, p. 426-428, 1959.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 7



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

SHEN, K. -T.; CHEN, M. -H.; CHAN, H. -Y.; JENG, J. -H.; WANG, Y. -J. Inhibitory effects of
chitooligosaccharides on tumor growth and metastasis. Food and Chemical Toxicology, v. 47, p.
1864-1871, 20009.

SILVEIRA, E.; SOUZA-JUNIOR, M. E.;: SANTANA, J. C. C.; CHAVES, A. C.; PORTO, A. L.
F.; TAMBOURGI, E. B. Expanded bed adsorption of bromelain (E.C. 3. 4.22.33) from Ananas
comosus crude extract. Brazilian Journal of Chemical Engineering, v. 26, 20009.

SUN, Y.; HAN, B.; LIU, W.; ZHANG, J.; GAO, X. Substrate induction and statistical
optimization for the production of chitosanase from Microbacterium sp. OUOL. Bioresource
Technology, v. 98, p. 1548-1553, 2007.

TONG, X. -D.; SUN, Y. Particle size and density distributions of two dense matrices in an
expanded bed system. Journal of Chromatography A, v. 977, p. 173-183, 2002.

TONG, X. -D.; XUE, D.; SUN, Y. Modeling of expanded bed protein adsorption by taking into
account the axial particle size distribution. Biochemical Engineering Journal, v. 16, p. 265-272,
2003.

WRIGHT, P. R.; GLASSER, B. J. Modeling Mass Transfer and Hydrodynamics in Fluidized-Bed
Adsorption of Proteins. AIChE Journal, v. 47, 474-488, 2001.

XIA, W. S.; LIU, P.;; ZHANG, J. L.; CHEN, J. Biological activities of chitosan and
chitooligossacharides. Food Hydrocolloids, v. 25, p. 170-179, 2010.

YUN, J.; LIN, Q. -X.; YAO, S. -J. Predictive modeling of protein adsorption along the bed height
by taking into account the axial nonuniform liquid dispersion and particle classification in
expanded beds. Journal of Chromatography A, v. 1095, p. 16-26, 2005.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 8





