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RESUMO

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) pode ser obtida de origem
animal, vegetal ou microbiana, como no caso da levedura Saccharomyces cerevisiae. Esta
enzima apresenta grande importincia para a sobrevida celular uma vez que participa da
regulaco do ciclo das pentoses sendo responsavel pela manutencio de um nivel adequado
de NADPH nas células.

A deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em seres humanos €
considerada a mais importante enzimopatia diagnosticada. A deficiéncia desta enzima
favorece a ruptura da membrana dos gldbulos vermelhos (hemacias ou enitrocitos), levando
a anemia hemolitica.

Neste trabalho, estudou-se as condigbes de extracio da enzima G6PDH através do
uso da técnica de extracfo liquido-liquido por micelas reversas de tensoativos anidnicos
(AOT) e catidnicos (CTAB). Planejamentos estatisticos especificos para cada sistema
analisado foram empregados. As varidveis estudadas foram: pH, concentragdo do
tensoativo e temperatura.

Estudou-se, também, uma microcoluna agitada por campénulas pulsadas, visando
promover um eficiente contato entre as fases através de uma agitagfio suave, aumentando
assim o temnpo de contato entre as fases no interior da microcoluna e também evitando a
desnaturagdo da enzima.

As porcentagens de recuperagio da enzima para estes sistemas variaram de nulos a
5,10 % utihzando AOT e de nulos a 14,04 % com CTAB. No entanto, observou-se

diminuigdo na atividade catalitica da enzima.

XX1i



Verificou-se que, a metodologia estatistica empregada foi de extrema importincia e
que, a microcoluna estudada tem operacfio estavel e altos rendimentos em atividade sdo

alcancados.

Palavras-chave: Glicose-6-Fosfato Desidrogenase, campanulas pulsadas, micela reversa,

extracio continua.
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ABSTRACT

The enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) it can be obtained of
animal origin, vegetable or microbial, as in the case of the veast Saccharomyces cerevisiae.
This enzyme presents great importance for the cellular survival once it participates in the
regulation of the cycle of the pentosys being responsible for the support of an appropriate
level of NADPH in the cells.

The deficiency of the glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) in human
beings the most important diagnosed enzymepatic is considered. The deficiency of this
enzyme favors the rupture of the membrane of the red globules (hemacys or erythrocytes),
taking to the hemolytic anemia.

In this work, it was studied the conditions of extraction of the enzyme G6PDH by
extraction on reversed micelles utilizing a anionic surfactant (AOT) and cationic surfactant
(CTAB). Specific statistical design for each analyzed system were used. The studied
variables were: pH, concentration of the surfactant and temperature.

It was studied, also, a microcolumn agitated by pulsed caps, due to promote an
efficient contact between the phases in the column and also to avoid the enzyme
denaturation and the loss of main proteins properties.

The percentages of recovery of the enzyme for these systems varied of 0 to 5,10 %
using AOT and of 0 to 14,04% with CTAB. However, decrease was observed in the

catalytic activity of the enzyme.



It was verified that, the statistics employed methodology was of extreme importance
and that, the studied microcoluna has stable operation and high incomes in activity are

reached.

Keywords: Glucose-6-phosphate  dehydrogenase, pulsed caps, reversed micelles,

continuous extraction.
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INTRODUCAQ

1-INTRODUCAOQO

O Brasil apresenta atualmente um mercado interno favordvel a pesquisa e
desenvolvimento de processos biotecnolégicos voltados 4 obtencio de enzimas, mesmo
apresentando em 2002 déficit em sua balanga comercial.

A enzima estudada po presente trabalho, a glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH), apresenta grande interesse comercial, sendo utilizada em diversos setores, tais
como: analises clinicas, como reagente analitico ¢ na composigio de biossensores. No
entanto, a obtencédo em escala industrial desta e de outras enzimas de interesse depende do
desenvolvimento de técnicas de purificagio que viabilizem esta producio. Industrialmente
empregam-se processos em multiplos estdgios utilizando téenicas de alto custo tais como a
cromatografia de afinidade ¢ troca idnica, torando desta forma o preco final do bioproduto
elevado. O desenvolvimento de técnicas de extragfio para a purificacdo de enzimas e outros
bioprodutos € uma alternativa tecnologicamente atraente.

A extragfio liquido-liquido convencional com solventes orginicos ¢ uma operacio
unitaria extensivamente uysada na indastria quimica como técnica de separacfio, quando se
empregam substincias que se degradam com facilidade, ou por razdes econdmicas, quando
grandes volumes devem ser tratados em tempos curtos. A extragio liguido-liguido
utilizando solventes ¢ muito empregada para a separagdo de antibidticos, porém é uma
técnica pouco vidvel para proteinas, pois a maioria pode sofrer desnaturacio em solventes
organicos. Para extrair proteinas biologicamente ativas propde-se a adigiio de polimeros
hidrofilicos a solugGes aquosas no estabelecimento de duas fases imisciveis. Cada uma das
fases formadas contém alta propor¢do de dgua formando um ambiente favoravel para as

proteinas biologicamente ativas, como as enzimas, mantendo-as em seu estado sohivel. Na
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extracio liquido-liquido por micelas reversas, € possivel ndo somente purificar
biomoléculas, mas também concentra-las, uma vez que geralmente sdo obtidas em baixas
concentragdes. Consiste de um método de purificagiio no qual com a alteragio de alguns
pardmetros tais como: pH, concentragdo de tensoativo, tipo e concentragio de solvente,
temperatura, entre outros, pode-se alterar a especificidade do sistema, melhorando o

processo de extragio.
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7 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Micelas Reversas

A extracdo por micelas reversas trata-se de uma ampliagio da técnica de
biosseparagio através da extragdo por solventes. Fm engenharia esta pode ser empregada
na separagio de componentes presentes numa mistura homogénea. Entretanto, a separagao
do componente de interesse € limitada por diversos fatores, tais como: suas caracteristicas
fisico-guimicas, custos do processo de scparagdo € condicbes disponiveis para moplantagdo
do processo. O processo de separagdo através da extracdo liquido-tiquido ¢ um dos
principais procedimentos empregados na inddstria quimica. No entanto, a aplicacio desta
técnica em processos de purificacdo de proteinas apresenta intmeras limitacGes: perda da
atividade enzimética, seletividade ou capacidade de englobamento insuficiente, dentre
outras (Aires-Barros ef al., 1991}

Existem inimeras definigdes para a formagio de um sistema micelar reverso. Estas
definicdes buscam descrever o mais apropriadamente possivel a formagdo destes
agregados. A estrutura de uma micela reversa consiste basicamente em uma micro-regifio
formada pelas cabegas polares do tensoativo, sendo que esta regido interage com um meio
solvente organico (nfio polar) através das cadeias hidrofobicas lineares ou ramificadas do
tensoativo (Carvalho e Cabral, 2000).

A regifio polar das micelas reversas tem a capacidade de solubilizar quantidade
significativa de dgua, sendo esta quantidade dependente das propriedades fisico-quimicas
do sistema. Fnzimas podem ser microencapsuladas por micelas reversas, localizando-se

usualmente no interior da micro-regifio aquosa conforme constatado por Hasmann ef al.,
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2003 na extracdo de PB-xilosidade por micelas reversas de CTAB. No entanto, o grau de
interacdio enzima-micela reversa € variavel, podendo estar a enzima localizada junto as
partes hidrofobicas do tensoativo (Hasmann ef af., 2001).

As definicdes de micelas reversas descrevem o agregado ¢ seus componentes,
porém ndo deixam claro serern micelas reversas estruturas dindmicas as quais podem alterar
os constituintes incluindo o conteido de agua, tensoativo e outros. A manutencio desta
estrutura se deve a diversas forcas, entre elas interacOes hidrofobicas, eletrostaticas,
ligagGes de hidrogénio, forgas de Van der Waals, sendo que a fluidez das micelas reversas ¢
permanente desde que nenhuma ligacBio quimica covalente seja formada (Carvalho e
Cabral, 2000).

Os processos de troca ocorrem entre duas micelas ou entre cada micela e o meio
solvente orgdnico. Apés a colisdo de duas micelas, sua coalescéneia ocorre através da
formacdo de uma estrutura transitoria que permite a rapida troca de material (Luisi ef ol ,
1985).

Uma vez solubilizados, enzimas, co-tensoativos, substratos ou produtos, induzem a
mudancas estruturais nas micelas reversas, principalmente no tamanho e contetido de dgua
afetando ambos, micelas reversas e biomoléculas encapsuladas (Luisi ef al., 1985). Estes
autores consideram que todas estas propriedades dinidmicas tormam complexa uma
definicio absoluta para sistemas micelares reversos considerado complexo. Todavia,
estudos desenvolvidos por intimeros grupos de pesquisa buscam esbogar um padriio geral
que exphque nfo somente a estrutura (FIGURA 01), mas também os fatores que

influenciam ambos, micelas reversas e as biomoléculas envolvidas no processo de extracgéo.
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MICELA MICELA REVERSA

FIGURA 01 - REPRESENTACAQ DA ESTRUTURA DE UMA MICELA E DE

UMA MICELA REVERSA (ADAPTADO DE www.chic.ac.uk).

2.2 - Tensoativos

Agentes de superficies ativas, comumente designados como tensoativos, consistem
de moléculas anfifilicas que possuem uma porgdo nfo polar e outra polar com capacidade
de interagir com superficies.

Substincias tensoativas sfo ingredientes importantes em muitos produtos
industrializados e possuem um papel de destaque em vérios processos industriais.
Tensoativos naturais ou sintetizados em laboraiorio encontram uso em guase iodos os
ramos da produgdo industrial, como por exemplo, nas indistrias: de alimentos, quimicas,
t€xteis, de corantes, de tintas, de fibras, de processamento mineral, de plasticos, de produtos
farmacéuticos e agroquimicos. Substdncias tensoativas sdo também vitais em muitos
sistemas biologicos.

Estudos de autoconstrugio e auto-organizagio de moléculas temsoativas sio
importantes tanto do ponto de vista tedrico quanto préatice, uma vez que os modos de acdo

dessas substancias dependem dos seus estados de agregagiio em vérias situagOes préticas,
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tais como: em detergéneia, emulsificacdo, na recuperagdo de peirdleo, em biologia celular,
entre outros (Branddo, 1999).

Estudos destas substincias ¢ suas agregacOes abrem perspectivas que permitem o
desenho e a sintese de novos produtos (novos fluidos complexos) os quais se
autoconstruam € se auto-organmizem em fluidos funcionais previamente projetados,
possibilitando o aparecimento de novas aplica¢des tecnologicas (Brandio, 1999),

Na FIGURA 02 pode-se visualizar as diferentes formas que as micelas podem

apresentar:

a) esfericas ¢} discoticas,

FIGURA 02 - REPRESENTACAQ ESQUEMATICA DE MICELAS DOS TIPOS

ESFERICAS, CTLINDRICAS E DISCOTICAS (BRANDAQ, 1999).

Segundo Branddo (1999) substincias tensoativas quando diluidas em dagua,
inicialmente tendem a formar pequenos agregados denominados micelas. Acima de uma
certa temperatura (denominada de ponto “Kraft”), ¢ uma determinada concentragio
(concentracfio micelar critica, CMC) esses agregados podem assumir diferentes formas, tais

como: esférica, cilindrica (também denominada bastonete) ou discética (FIGURA 02). A
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topologia dos agregados depende, além da natureza da molécula anfifilica (anidnico,
catidnico, neutro ou zwiteridnico), das condicdes da solugfo (concentracdo, temperatura,
pH, condutividade, entre outras).

Este autor afirma que em condigdes de equilibrio termodinidmico, uma 4rea
superficial 6tima ay, onde a energia de interaco por molécula anfifilica atinge um minimo,
considera-se que cadeias hidrocarbénicas se comportam como fluidos incompressiveis (ou
seja, que seu volume v € constante a uma temperatura fixa). Desta forma ¢é possivel se
definir um pardmetro adimensional denominado “pardmetro de empacotamento critico”
como v / apl, onde |; é o comprimento efetivo maximo da éadeia, também conhecido como
comprimento critico. Uma vez especificado o valor desse pardmetro para uma dada
molécula anfifilica, é possivel se determinar os tipos de agregados nos quais ela poderd se
organizar.

De acordo com Branddo (1999), essas estruturas sdo freqiientemente formadas pela
mesma molécula anfifilica, sendo que uma transi¢do de uma forma para outra ¢ muitas
vezes induzida por uma simples mudanga na concentragdo do tensoativo em solugdo

(FIGURA 03).
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Parametro de Forma do

Tensoativo empacotamento ... Estruturas formadas
Critico (viao.) empacotamento Critico
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FIGURA 03 — REPRESENTACAO DAS FORMAS DE EMPACOTAMENTO

CRITICO E ESTRUTURAS FORMADAS PARA DIFERENTES TENSOATIVCS

(BRANDAO, 1999).
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Para escolha do agente tensoativo num processo de extracdo de proteinas deve-se
levar em conta o valor de seu ponto isoelétrico ¢ o tamanho da micela desejada. Os agentes
tensoativos sdo classificados de acordo com a carga de sua parte polar, dividindo-se em
neutros ou zwiteriénicos, anidnicos e catidnicos.

Na grande maioria dos trabalhos de extracio de biomoléculas citados na literatura,
tem-se utilizado o agente tensoativo anidnico AOT (Patel er al., 1996; Regalado ez al.,
1996; Zamarro et al., 1996; Huang ¢ Lee, 1994; Hentsch ef al., 1992; Aires-Barros ef al.,
1991), que € adequado para separagdo de proteinas de elevado ponto isoelétrico. No
entanto, para proteinas de baixo ponto isoelétrico, sfio reéomendados agentes tensoativos
catiénicos como CTAB e BDBAC (Aires-Barros ef al., 1991), sendo que este tltimo teve
sua produgio interrompida pela Merk® devido a problemas de estabilidade da matéria-

prima.

2.2.1 — Tensoatives Anidnicos

Agentes tensoativos anibnicos possuem um ou mais grupos funcionais que ionizam
em solugao aquosa, formando fons organicos carregados negativamente, responsaveis pela
atividade de superficies.

S&o representantes deste grupo os seguintes tensoativos (Maniasso, 2001):

¢ Lauril sulfato de sodio (SDS)
o Bis(2-etilhexil)sulfosuccinato (AOT)
» Dihexadecil fosfato (DHF)
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2.2.2 — Tensoativos Cationicos
Estes agentes sdo possuidores de um ou mais grupos funcionais que lonizam em
solucdio aquosa, e formam ions orginicos carregados positivamente.
Um tensoativo catidnico possui em geral a formula R, X *Y", onde R representa uma
ou mais cadeias hidrofobicas, X é um elemento capaz de formar uma estrutura catidnica, Y
¢ um contra ion € n um namero inteiro. Em principio, X pode ser um dos seguintes
elementos: N, P, S, As, Te, Sb, Bi e os halogénios (Sauders, 1966, Attwood et al., 1970).
Sédo exemplos deste grupo os seguintes agentes tensoativos (Maniasso, 2001 ):
e Brometo de cetiltrimetil aménio (CTAB)
e (loreto de N-benzil-N-bis(2-hidroxi etil) aménio (BDBAC)
e Brometo de dodeciltrimetil am6nio (DTAB)

o (Cloreto de cetilpiridina (CICP)

2.2.3 — Tensoativos Neutros ou Zwiterionicos
Os tensoativos neutros ou ndo idnicos, ndo produzem fons quando em solugdo. A
presenca de grupos funcionais com grande afinidade pela 4gua proporciona sua
solubilidade. Maniasso (2001) classifica como neutros os seguintes tensoativos:
e Polioxietileno
s P-tercotil fenol (Triton S-100)
* Dodecanol {brij 35)
Os tensoativos zwiteridnicos (ou anféteros) os quais possuem ambos 0S grupos
anidnicos e catidnicos no meio hidrofobico, ¢ dependendo do pH da solugfio e da estrutura,

pode prevalecer a espécie anibnica, catidnica ou peutra. Os representantes mais comuns

10
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incluemn em suas formulas os radicais N-alquil e C-alquil betaina e sultaina como também
lcool amino fosfatidil e &cidos. Dentre os tensoativos zwiteridnicos destaca-se a lecitina de
soja, um semiliguido viscoso de cor marrom com odor caracteristico, parcialmente soltivel
em agua ¢ acetona; solivel em cloroférmio e benzeno (Maniasso, 2000).

As propriedades funcionais das lecitinas sfo determinadas pela estrutura dos seus
principais componentes, os fosfolipidios ¢ fosfo-diéster. Os fosfolipidios basicamente sdo
radicais de acidos graxos nio polares e, portanto, lipofilicos, enquanto que o fosfo-diéster é
um zwiterion (radical bi-polar). Este balango hidrofilico/lipofilico confere as lecitinas
propriedades tensoativas.

As lecitinas apresentam todas as fungdes comuns aos tensoativos, além de
propriedades especificas, tais como a capacidade de atuar como emulsionantes em sistemas
agua/dleo ou em Oleo/dgua, dependendo do meio e do tipo de lecitina utilizada (Brandéo,
1999).

Segundo Branddo (1999), a lecitina ou fosfatidilcolina, é um tensoativo do tipo
fosfolipidico de cadeia dupla (zwiteridnico). Porém, por diversos autores é denominado
como neutro (Castro e Cabral, 1988; Krei e Hustedt, 1989; Meyer, 1992).

Segundo Solomons (1996), a maioria dos fosfolipidios ¢ obtida de um derivado do
glicerol, o écido fosfatidico, onde dois grupos hidroxila do glicerol unem-se por uma
ligacHo éster e acidos graxos ¢ um grupo hidroxila terminal une-se, por ligacfio éster, ao

acido fosforico.

11
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2.3 — Microambiente Micelar Reverso

2.3.1 — Métodos de Microencapsulacio de Biomoléculas

Matzke ef al., (1992) demonstraram a existéncia de trés diferentes métodos pelos
quais biomoléculas podem ser solubilizadas em sistemas micelares reversos. No entanto, o
mecanismo de solubilizagdo para estas técnicas ndo é bem entendido. Biomoléculas em
geral podem ser microencapsuladas em micelas reversas por: injegdo, dissolugio e
transferéncia de fase.

Segundo Matzke et al., (1992) dos métodos citados a injecio & o método mais
aplicado na microencapsulagdo de enzimas devido principalmente 3 simplicidade de sua
execugdo. Consiste da adicdo de uma solugfio contendo protefnas a uma fase orginica
contendo tensoativo seguido da mistura e posterior centrifugaciio.

A dissolugio consiste da adi¢fo de enzima liofilizada 2 solucdo de micelas reversas.
Este método, no entanto, consome mais tempo para ser executado que a injecdo,
contribuindo de maneira significativa na desativagio das enzimas (Carvalho e Cabral,
2000).

Em contrapartida, o método da transferéncia de fase apresenta como problema a
necessidade do controle da razfio molar de 4gua na micela e a necessidade de tempos
maiores para a solubilizagdo de enzimas, ele consiste da mistura e posterior centrifugacdo
de uma fase aquosa contendo proteina a uma fase orgénica contendo tensoativo.

A capacidade de solubilizac@io das micelas reversas ¢ dependente do método de
adi¢do da biomolécula ao sistema micelar. Matzke e al., (1992), averiguaram que a

dissoluc@io da enzima seca nfio resultou em aprecidveis valores de microencapsulagio a

12
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menos que o didmetro da micela reversa obtida fosse similar ou maior que o didmetro da
biomolécula. Estes autores verificaram ainda que, utilizando o método de injecdo a

dependéncia do encapsulamento para com o tamanho micelar ndo € muito evidente.

2.3.2 — Modelos de Microencapsulagio e Localizacio de Biomoléculas

As interacSes entre proteinas e micelas reversas possuem wm mecanismo bastante
complexo. De acordo com a literatura este mecanismo pode ser explicado de diferentes
maneiras: trocas micelares, difusdo ¢ ainda a teoria que as micelas reversas se formam ao
redor das biomoléculas ¢ nfio no ambiente orgénico.

Martinek et al., (1989), descreveram trés modelos basicos para as interacdes de
biomoléculas-micelas reversas demonstrado na FIGURA 2.3.2.1: “water-shell”, “induced-
fit” e “fixed-size”.

O modelo “water-shell” (FIGURA 04 -1), considera que a micela reversa tem seu
tamanho aumentado com o encapsulamento da biomolécula, o que Implicaria em a
quantidade de 4gua no interior das micelas reversas ser igual antes e apds o
encapsulamento. Este modelo foi suportado por estudos estruturais realizados por Meter ef
al., (1984) que notaram existir um tipo de camada de dgua de hidratagiio nas micelas
reversas, nio implicando na manutencio do volume inicial de dgua

O modelo descrito “induced-fit” (FIGURA 04 -2) , proplem serem os didmetros das
micelas reversas ampliados somente apos o encapsulamento e se os didmetros da
biomolécula forem superiores ao da micela reversa. Em contrapartida o “fixed-size”

(FIGURA 04 -3), considera que a encapsulagfio ocorre quando as micelas reversas possuemn

13
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tamanho correspondente ao da biomolécula, sendo que a agua é expulsa pelo englobamento

da biomolécula.

-3

[

FIGURA 04 - MODELOS PARA MICROENCAPSULACAO DE BIOMOLECULAS
EM MICELAS REVERSAS: 1, “WATER-SHELL”; 2, “INDUCED-FIT”; 3,

“FIXED-SIZE” (ADAPTADO DE MARTINEK e al., 1986).

2.3.3 — Extragio de Biomoléculas por Micelas Reversas
A recuperagdo de biomoléculas de uma solucio aquosa usando micelas reversas é, a
principio, um método promissor. A solubilizagiio de componentes biologicamente ativos

em sistemas micelares reversos tais como aminoacidos (Furusaki ef af., 1990), peptideos

14
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(Leodidis e Hatton, 1990), enzimas (Hasmamn ef al., 1999; Hasmann et al., 2000; Hasmann
et al., 2001) entre outros, tem sido amplamente estudada. Na verdade, a extragfio por
micelas reversas trata-se de uma ampliacio da técnica de biosseparagiio através da extracio
por solventes.
As vantagens e desvantagens do uso do processo de extracio por micelas reversas
sdo amplamente divulgadas na literatura. Algumas das vantagens mencionadas para o
método sdo:
e Micelas reversas possuem uma estrutura relativamente ordenada (Martinek et
al., 1989);
* As micelas reversas se formam espontaneamente atingindo o estado de
equilibrio rapidamente (Martinek ef al., 1989);
e Micelas e micelas reversas sfo reconhecidas como estruturas biologicas
(Carvalho e Cabral, 2000);
* Podem-se solubilizar tanto produtos/substratos hidrofobicos quanto hidrofilicos
(Carvalho e Cabral, 2000);
» Processos de sintese s3o favorecidos devido as trocas no equilibrio
termodinamico {(Martinek et al., 1989);
» Contamina¢do microbiana é minimizada (Carvatho e Cabral, 2000);
* Osprocessos de troca entre as micelas sdo rapidos (Carvalho e Cabral, 2000);
e E possivel a concentracdo de enzimas quando extraidas por micelas reversas
(Hasmamn et al., 2001);

* O controle de quantidade de agua e cavidade interna micelares é relativamente

simples (Walde e Luisi, 1989);

13
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-

As solucbes sdo isotropicas (opticamente transparentes) permitindo o uso de

varias técnicas espectroscOpicas para monitoramento das estruturas (Walde e

Luisi, 1989);

¢ Possibilidade de extragio em sistema continuo (Cameiro-da-Cunha ef al., 1996;

Rodrigues e Tambourgi, 2001).

As desvantagens no emprego do método sfo menores e incluem: efeito desnaturante

do tensoativo, a obten¢io de baixos valores de W, (grau de hidratac@o) tomna-se dificil

quando s#o usadas enzimas ndo liofilizadas e talvez a principal desvantagem, o uso dos

produtos obtidos ainda apresenta dificuldade.

O ciclo de operagdo da extragdo por sistemas micelares reversos ¢ composto

basicamente por dois estigios: extragho e reextragiio (Killikian er al., 2000). A primeira

etapa € denominada extragdo ¢ visa transferir a proteina, da fase aquosa para a fase micelar:

a segunda etapa, a reextracio, consiste da transferéncia da proteina para uma nova fase

aquosa. A FIGURA 035 ilustra a etapa de extrac3o descrita.
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FIGURA 05 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE

EXTRACAO EM SISTEMAS MICELARES REVERSOS.
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O mecanismo de formacédo das micelas reversas néo esta totalmente elucidado. No
entanto, a teoria mais aceita descreve a formagfo da micela reversa como um mecanismo
cooperativo entre proteina e tensoativo: a interface entre as duas fases (aquosa e micelar) se
deforma em torno da proteina formando a micela e transferindo-a para a fase orgénica,
conforme ilustrado na FIGURA 06 (Dungan et al., 1991). A interacio eletrostatica
provocada pela agdio da forca idnica e pH tem sido sugerida com um dos fatores que
causam a deformacao da interface.

A EQUACAO 01, da forca eletrostatica, auxilia no entendimento do mecanismo de

formacdo de micelas reversas:

Fe=m—Y e EQUACAO 01

Onde: Fe = forca eletrostatica
7 = pressdo osmdtica
€ = constante dielétrica
E = campo elétrico
Quanto mais distante a proteina estiver da interface micelar, maior sera a diferenca
de potencial entre elas, uma vez que a carga da proteina é oposta 4 do tensoativo. Assim,
sera maior também o segundo termo da equagiio (. e Ez), aumentando a forca de atracdo e
fazendo com que a proteina se aproxime da interface (FIGURA 06-a). Devido 2
aproximagio entre proteina ¢ tensoativo, a concentracio de cargas opostas awnenia € com
1ss0 ocorre a elevagdo da pressdo osmética do nucleo aquoso, que age em sentido contrario

ao da forca eletrostatica (FIGURA 06-b). Este fendmeno faz com que haja ruptura da
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interface e, consegiientemente, deslocamento da micela reversa formada em direcdo a fase
organica (FIGURA 06-c). Desse modo, a superficie interfacial é atraida para junto da
proteina, fechando a micela reversa (FIGURA 06-d).

As tensdes superficiais juntamente com a forca eletrostatica tendem a resistir as
deformac¢Bes das camadas superficiais e, portanto, a interface deforma até que a tensfio

superficial e a forca eletrostatica fiquem equilibradas (Dungan ef af., 1991).
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Proteina

FIGURA 06 —~ MECANISMO DE FORMACAO DE MICELAS REVERSAS

(ADAPTADO DE DUNGAN et al., 1991).

A localizac8o da proteina no interior da micela reversa depende da natureza da proteina

e do tipo de tensoativo. Existem intimeros possiveis modelos que visam ilustrar a absorcdo
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de proteinas pelas micelas reversas. As diferentes situagdes sio descritas a seguir e
lustradas na FIGURA 07 (Luisi ef af., 1988):
a) Situagdo I: Proteinas hidrofilicas estariam localizadas no centro micelar;
b} Situacdo 1: Molécula de proteina ativa pode interagir fortemente com a parede
da micela reversa;
¢) Situacdo HI: Protefnas hidrofilicas localizadas no centro micelar solubilizadas
Jjuntamente com outras proteinas contaminantes;
dj Situacdo IV: Grande niimero de micelas reversas solubilizando uma proteina
com carater dominantemente hidrofobico (proteinas localizadas em contato com
a cauda do tensoativo e até mesmo com o solvente);

e) Situagdo V: Vidrias micelas reversas englobando diversas proteinas.

FIGURA 07 - TIPOS ENGLOBAMENTO DE PROTEINAS POR MICELAS

REVERSAS (LUISI ez al., 1988).
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2.3.4 - Fatores Determinantes na Extracio de Biomoléculas por Micelas Reversas

a) Wje Grau de Hidratacfo

O grau de hidratacio das micelas reversas é comumente representado pelo
pardmetro Wy. O valor 6timo do Wy depende de vérios aspectos. Um deles retrata ser o Wy
otimo aquele correspondente a um tamanho micelar comparavel ao da biomolécula.
Martinek ef al., (1989) encontraram uma relagdo direta entre o raio efetivo da enzima
encapsulada e o correspondente tamanho do micleo micelar, o qual ¢ regido pelo parimetro
Wo.

O estudo das propriedades fisicas da 4gua no centro aguoso provou que estas $30
bem diferentes das propriedades da dgua no meio de solucdio. A micela reversa seria
formada por trés regides: uma primeira regifio formada pelas caudas hidrofébicas das
moléculas do tensoativo, que fica em contato diretc com o solvente apolar, a segunda
Tegido ¢ a periferia micelar, onde as moléculas de agua estiio fortemente ligadas aos nicleos
polares do tensoativo e, por fim, a terceira regifio, o centro micelar, formada pela dgua
contida no interior da micela que esta ligada ao tensoativo ou agua livre. A FIGURA 08

ilustra a composigio de uma micela reversa.
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Agua em
Solugio

Periferia
ficolar

Agua Livre

Hidrofébica

FIGURA 08 — COMPOSICAO DE UMA MICELA REVERSA (ADAPTADO DE

SEOUD et al., 1999)

A agua que fica na periferia micelar possui propriedades fisico-quimicas diferentes
da agua em solugdo, principaimente em micelas de didmetro pequeno, uma vez que suas
moléculas se ligam fortemente ao tensoativo, alterando a estrutura e viscosidade. Por sua
vez, a agua do centro micelar tem propriedades semelhantes as da dgua, pois essa estd livre
€, portanto, ndo teve sua estrutura modificada; tal caracteristica € importante visto que a
agua do centro micelar entra em contato com a substincia de interesse (Luisi ef al., 1988;
Kadam, 1986).

Ress et al., (1995) estudando as propriedades fisico-quimicas das diferentes dguas,
constataram que para baixos valores de Wy a 4gua livie apresentou um ponto de

congelamento a temperatura abaixo de zero, permitindo aplicagdes em crioenzimologia.
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Goto ef al., (1992) por sua vez estudaram a solubilizagio de 4gua em micelas reversas de
AOT, classificando-na como imobilizada, de hidratagfo e dgua livre. De acordo com estes
autores, para valores de Wy menores que 2, somente existiria dgua imobilizada, todavia
numa faixa de Wy de 4 a 10 a dgua hidrata as cabegas polares de AOT e finalmente na
presenca de agua livre foi verificado valores de Wy acima de 10 (FIGURA 09).;

Apesar da necessidade do valor do pardmetro de Wy (e, portanto o tamanho micelar)
ser compativel ao da biomolécula, estudos revelaram ser as micelas reversas capazes de se
rearranjarem para acomodar a proteina cujas dimensdes sejam maiores que 0 centro aquoso.
Esta capacidade se deve a possibilidade de rearranjo das cadeias do tensoativo (Gupte ef al.,
1995).

O mecanismo de interagiio proteina-micela reversa pode ser afetado pelo W
(FIGURA 09), as interages com o temsoativo sio algumas vezes, responsaveis pela
desnaturacio da proteina. Valores baixos de W, favoreceriam problemas de desnatirracio
devido a promogao de uma maior interacdo entre a proteina e a interface em um reduzido

contetdo de agua.
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ACOT anidro

4 < W <1

FIGURA 09 - EFEITO NO AUMENTO DA QUANTIDADE DE AGUA EM
MICELAS REVERSAS DO AGENTE TENSOATIVO ANIONICO AOT, ONDE:
AGUA IMOBILIZADA =; AGUA DE HIDRATACAO ¢ E AGUA LIVRE o.

(ADAPTADO DE GOTO, ez al. (1995))

O conceito de Wy € usualmente associado somente com o grau de hidratacdo, no
entanto, ¢ dependente de outra variavel: a concentragfio do tensoativo. Quando o tensoativo
interage com a enzima, o processo de desnaturagio é acelerado, o que ocorre com
tensoativos anidnicos (Rangel-Yagui, 2003). Desta forma é razodvel considerar o contetido
de agua ¢ a concentracio de tensoativo como variaveis independentes, visto Que Os Mesmos
valores de Wy podem ser obtidos com diferentes combinacdes dos dois fatores. A FIGURA

10 mostra como estas diferentes combinaces podem ocorrer: mantendo-se a concentragéo
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de 4dgua constante e aumentando-se a concentragiio do tensoativo, observa-se uma
diminui¢do no tamanho da micela. Ao contrério, adicionando-se dgua e mantendo-se

constante a concentracgio do tensoative o tamanho das micelas aumenta.

R V> B w7 B i

R
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FIGURA 10 ~ EFEITO DA CONCENTRACAO DE AGUA E TENSOATIVO EM

SISTEMAS MICELARES REVERSOS.

b) pH
E sabido que o comportamento das enzimas € dependente do pH da solucio: Esta
variavel determina a rede de cargas da proteina, influenciando o estado de ionizacdo dos
grupos eletricamente carregados em sua superficie. Quando se usam solucdes com valores
de pH inferiores aos do ponto isoclétrico da proteina, esta apresentara carga liquida

positiva. De modo oposto, em valores de pH acima do ponto isoelétrico {pl) da proteina
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esta apresentard carga liquida negativa. Segundo Asenjo {1990), o pH de uma solucdo
também afeta as caracteristicas de solubilizagfo das proteinas, pois modifica ndo somente a
distribui¢io de cargas na sua superficie, mas também causando repulsio eletrostatica e
inibicio da transferéncia de proteinas para o interior da micela reversa.

No microambiente micelar a medida do pH nfio é tecnicamente possivel, no entanto
a idéia que o pH inicial da solugfo tamponada mude com a formagio micelar é amplamente
difundida.

Para que 0 encapsulamento da proteipa ocorra através das interagdes eletrostaticas é
necessdrio que exista a diferenga de cargas entre esta e o tensoativo. Desta forma,
tensoativos anidnicos atrairiam proteinas em solugdes cujo pH seja inferior ao seu pl, e o
inverso para catidnicos (Castro e Cabral, 1988, Dekker er al., 1989). No entanto, tal
comportamento ndo foi observado, por exemplo, por Pires er al (1996), que em trabathos
de extracio de a-quimiotripsina (que possui pI = 83) ¢ pepsiha (p! < 1,1) utilizando em
ambos os casos TOMAC (tensoativo catidnico). A explicagdo dos autores para tal fato
consistiu na existéncia de ions em solugdo aquosa que exerceriam maior influéncia que o
pH.

Para B-xilosidase, Hasmann ef al., (1999 € 2000) observaram valores semelhantes
de recupera¢do para enzima tanto extraida por CTAB quanto por BDBAC utilizando
valores de pH acima e abaixo do pl da enzima, respectivamente para cada um destes
tensoativos catidnicos empregados. Neste caso, as extracdes ocorreram tanto por interagfes
eletrostaticas quanto por forgas hidrofébicas.

Via de regra, para proteinas de elevada massa molar, a diferenca entre o pH da fase

aquosa e o seu pl deve ser suficiente para obter uma transferéncia de massa satisfatoria. No
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entanto, para proteinas de menor massa molar, nfio existe esta necessidade, uma vez que
serfio solubilizadas mesmo quando o valor do pH estiver proximo ao do pl da enzima. O pH
influi na transferéncia da proteina em funcio de sua massa molar, pois, para proteinas de
massas molares elevadas, sdo necessarias micelas reversas maiores que a micela vazia,
tornando o processo energicamente desfavordvel. Para viabiliza-lo, deve-se favorecer as
interagdes eletrostaticas (entre proteina e tensoativo) através do aumento da densidade de
cargas da proteina, 0 que ocorre com o aumento da diferenca entre o pH € o pl. Assim, para
proteinas menores, o tamanho necessario da micela também é menor, portanto nfo ha a

necessidade de uma diferenca grande entre o pH e o pL.

¢) Forca I6nica
Quando se solubiliza proteinas ¢ diversas outras moléculas, solugdes tampao sio
usadas para constituir a fase aquosa do sistema. Como a transferéncia das proteinas para as
micelas reversas depende das interacSes eletrostiticas entre a proteina ¢ o nificleo
tensoativo, a forga idnica € o tipo de ion da fase aquosa sdo muito importantes, devido as

cargas presentes na solucdo (Regalado ef al., 1994).

A forga ibnica, que pode ser expressa em termos de condutividade elétrica, controla
a solubilizagio de proteinas no sisterma micelar, pois o alcance da forca eletrostatica da
micela depende da forga ibnica do meio. O aumento da concentracio de fons no meio
ocasiona uma redugéo pa eficiéncia de transferéncia de proteinas pelas micelas, seguida de

um enfraquecimento das trocas eletrostaticas entre as proteinas e as porgdes polares dos
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tensoativos, e conseqilentemente diminuic3o da solubilidade das proteinas na micela (Krei e

Hustedt, 1989; Hatton, 1987).

O efeito da forga idnica sobre o processo de extracio por micelas reversas tem sido
amplamente discutido na literatura. Aires-Barros ef al., (1991), verificaram que na extragdo
de lipase com micelas reversas, o aumento da for¢a idnica da fase aquosa promoveu a
diminui¢do das interagOes entre proteina e tensoativo conduzindo a formacdo de micelas
reversas pequenas. De fato o aumento da salinidade promove a diminuiciio do tamanho da
micela e diminui¢do das interacSes atrativas na area interfacial com as cabecas do
tensoativo, devido a formag8o de uma interface mais rigida € menos penetravel (Hou e al.,

1988).

A adiglo de sais afeta as propriedades dos tensoativos em solugio, o aumento da
concentracdio de sais diminui o tamanho da drea polar efetiva do tensoativo. Por outro lado,
a diminuig¢io na concentragdo de. sais promove o “salting-out” do tensoativo das micelas
para a fase organica devido ao cardter parcialmente hidrofobico do tensoativo (Wang ez al.,

1994).

d} Aditivos

Alguns aditivos sfio usados para aprimorar a capacidade de englobamento dos
sistemas micelares. Seus efeitos sobre o encapsulamento de biomoléculas sdo varidveis.
Alguns tém sido descritos como prejudiciais a atividade/estabilidade enquanto outros

tendem a favorecer 2 atividade enzimatica ou ainda promovem uma maior estabilidade da
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atividade catalitica Carvalho ¢ Cabral, (2000) consideraram estes aditivos como co-
tensoativos, 0S$ quais podem aumentar ou diminuir o tamanho das micelas em

microemulsdes, dependendo de sua estrutura quimica.

Freeman er al., (1998) noticiaram um aumento da atividade catalitica enzimdtica de
quimotripsina em micelas reversas de AOT pela adi¢iio de sais biliares. Verificaram que
este aditivo modificou as propriedades interfaciais do sistema aumentando a 4gua do centro
micelar, alterando tanio o microambiente catalitico quanto a estrutura da enzima,

promovendo, assim, a organizacgdo dos agregados.

Sun er al., (1999), desenvolveram um sistema micelar reverso composto de lecitina
de soja na qual Cibracron Blue (CB) fol imobilizado com o intuito de se aumentar a
solubilizagdo de proteinas no sistema. O sistema sem este ligante apresenta baixa
capacidade de solubilizacdo de proteinas, por outro lado com a adicio de CB promoveu-se
um aumento de até¢ 10 vezes na particdo de lisozima, por esta enzima apresentar afinidade

pelo ligante empregado.

Em estudos de particio de G6PDH em sistemas micelares em duas fases aguosas,
utilizando o tensoativo CyoE4, Rangel-Yagui (2003) concluiu ser pequeno o aumento no
coeficiente de particdo da enzima devido 2 presenca de CB e “Procion Red” como ligantes

de afinidade.
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¢} Solventes e co-solventes

Varias correlagOes tém sido estabelecidas entre os solventes e suas propriedades no

tocante a mudangas em seu comportamenio e estabilidade das enzimas.

O tamanho das micelas e as interagdes sdo afetados pelo solvente e diminuem com o
crescimento da cadeia carbdnica, alterando diretamente o W. Alcanos de cadeia peguena
sdo capazes de penetrar mais fortemente as camadas de tensoativo, ocasionando a reducdo

da agua solubilizada (Hou e al., 1988).

O tipo de solvente pode também influenciar no tamanho da micela reversa. Sistemas
com hexano, isooctano, octano € querosene formam micelas reversas com didmetros
maitores que sistemas com ciclo hexano, xileno e cloroférmio (Chang e Chen, 1996:
Kadam, 1986). A diminui¢io da concentragio do solvente pode ocasionar a reducdo na
transferéncia de proteinas para o interior da micela reversa, prejudicando o processo de

extracdo (Krei e Hustedt, 1992).

Para que haja a formagéio das micelas reversas ¢ necessario que o solvente € a agua
sejam imisciveis. Dos diversos solventes que podem ser usados nos sistemas de micelas
reversas, os mais indicados sdo hidrocarbonetos alifticos, como o isooctano, o n-octano, o
n-heptano € o cicio hexano (Rodrigues et al., 1999; Hasmann ef al., 1999, Hasmann et al.,

2000).

No entanto, os efeitos do aumento ¢ da diminuicio da cadeia do solvente no sistema
ainda ndo estdo totalmente elucidados. A situagfo mais comumente observada quando

solventes de cadeia longa s3o aplicados refere-se ao atraso das interacOes atrativas, embora
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ocorra o aumento da densidade interfacial quando se aumentam as interacdes entre a

interface micelar e o meio contendo as biomoléculas (Hays e Gualr, 1994).

Outra importante funcSio para os solventes fol evidenciada nos trabathos de
Bachman ef al, (1991), onde se descreveram a auto-replicagio de micelas pela

transformacdo “in situ” do solvente.

Os co-solventes sio utilizados como auxiliares em sistemas de micelas reversas de
tensoativos catidnicos para aumentar o seu tamanho, pois micelas formadas por estas
substéncias sd0 muito pequenas. O co-solvente assemetha-se a uma solugdo tampdo que
provoca uma forte repulsio entre as interagles ion-ion dos nicleos do tensoativo,
permitindo a formagéo do nlcleo interno da micela reversa (Luisi ef al., 1988). Geralmente
utilizam-se, como co-selventes, dlcoois de cadeias ndo muito curtas como hexanol € n-

butanol (Hasmann et al., 2003; Rodrigues ¢ Tambourgi, 2000).

Os co-solventes também podem ter influéncia sobre as estruturas das micelas
reversas, como € o caso da dgua solubilizada na micela reversa de TOMAC que sofre
varia¢io em funcdo da quantidade de co-solvente do meio {Chang e Chen, 1996). Também
a extracdo de - amilase, utilizando Aliquat 336 mostrou-se sensivel as variacdes no tipo de
co-solvente utilizado no sistema aiterando sua capacidade de extragio (Hilborst ef al.,

1995).
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f) Temperatura

A temperatura € também um fator de importincia na absorgio de proteinas por
micelas reversas, dependendo desta a capacidade médxima de absorcio das micelas reversas.
Dentro de uma determinada faixa de temperatura, as micelas reversas sdo formacdes
estaveis, o que favorece a absorgdo de moléculas. Segundo Luisi ef al. (1988), a presenca
de enzimas no mterior da micela a temperaturas mais elevadas vai depender mais da sua
termoestabilidade do que da capacidade de absorcio da micela. Sob temperaturas inferiores
a uma faixa Otima, as micelas encolhem e perdem sua capacidade de absorcio.
Temperaturas elevadas afetam o coeficiente de parti¢io do agente tensoativo, de modo que,
praticamente, este ndo permaneca mais na fase orgénica e s6 seja encontrado na fase polar

{Krei e Hustedt, 1989).

Pessoa ¢ Vitolo (1998), em trabalhos de extracio da enzima inulinase, também
constataram que o tamanho da micela reversa ¢ bastante dependente da termperatura e, na
faixa de 5 a 45 °C, as micelas reversas, em solventes orgénicos, sdo formacdes estaveis e

podem favorecer a absorcfio desta enzima.

Hasmanno et al. (1999) por sua vez verificaram que de fato a influéncia da
temperatura sobre os sistemas micelares reversos segue as mesmas 1egras que outros meios
aquosos e ndo convencionais. Os autores verificaram que o processo de extracio de -
xilosidade ¢ methorado pelo incremento da temperatura (neste caso até 26 °C), sendo de
fundamental importancia na defini¢fo, no tipo de arranjo encontrado naquela fase (micelas,
micelas reversas, liquido cristalino ou outros) e, portanto a porcentagem de extracdo da

enzima.
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2.4 — A Enzima Alve: Glicose-6-Fosfato Desidrogenase

Glicose-6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49) é a primeira enzima da via das
pentoses. A G6PDH estd amplamente distribuida pela natureza, sendo encontrada em quase
todos os tecidos de origem animal, vegetal e de células de microorganismos. Encontra-se
em grandes quantidades nas células sanguineas, no figado, nos rins, no cérebro, nos

pulmdes e na mucosa gastrica (Warburg e Christian, 1931).

Glicose-6-fosfato desidrogenase catalisa a oxidagfio de glucose-6-fosfato (G6P) para
6-fosfogluconolactona. Simultaneamente nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

(NADP") é reduzido a NADPH, como mostrado na FIGURA 11.
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FIGURA 11 — PRIMEJRA ETAPA DA VIA DAS PENTOSES.

2.4.1 — Principais Aplicacdes da G6PDH

2.4.1.1 — Aplicacdes clinicas

O mercado de enzimas para kits de diagnéstico movimenta cerca de US$ 61 milhdes

por ano (TABELA 01) e a G6PDH (usada conjuntamente com a hexoquinase) ocupa lugar
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de destaque entre as mais utilizadas. Esta enzima ¢ responsavel por 11,5 % do total

financeiro movimentado no mercado mundial de enzimas (Godfrey ¢ West, 1996).

TABELA 01 — MERCADO MUNDIAL DE ENZIMAS UTILIZADAS EM KITS DE

DIAGNOSTICOS
Enzima Mercado Mundial (milhdes de USS)

Fosfatase alcalina 15
Peroxidade 15
Colesterol oxidase 8
G6PDH/ Hexoquinase 7
Glicose oxidase S
Glutamato desidrogenase 2
Lactato desidrogenase 2
Malato desidrogenase 2
Piruvirato Quinase 2
Outras 3
Total 61

Clinicamente, enzimas encontradas nas hemacias sanguineas apresentam grande
interesse ¢ tém sido extensamente estudadas {(Zinkham, 1958; Yoshida, 1973; Beutler,

1978).
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A deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em seres humanos é
considerada a mais importante enzimopatia diagnosticada. Consiste de um erro inato do
metabolismo que interfere nos processos de manutencio da estabilidade dos eritrcitos. A
deficiéncia desta enzima favorece a ruptura da membrana dos glébulos vermelhos

(hemacias ou eritrécitos), levando a anemia hemolitica.

Os pacientes com deficiéncia de GOPDH podem apresentar sintomas a partir dos
primeiros dias de vida ou mais tardiamente, desde que sejam expostos a alguns tipos de
alimentos ou medicamentos. Muitos pacientes podem permanecer assintomiticos por
muitos anos. Estes pacientes podem apresentar ictericia neonatal ou anemia hemolitica
devido & incapacidade de regenerarem o NADPH, um cofator importante nos processos
biologicos oxidativos. A anemia pode vir a se manifestar mais agudamente quando da
ingestdo do feijiio de fava (dai a doenca ser conhecida também como “favismo™), da
ocorréncia de infecgbes ou do uso de medicamentos como antimalaricos, antibiGticos,
analgésicos, antipiréticos, sulfonas e sulfonamidas. Em alguns pacientes, a ictericia
neonatal € severa o suficiente para levar as segiielas neuroldgicas ou a risco de Obito.
Alguns pacientes podem apresentar insuficiéncia renal aguda ou anemia hemolitica crénica
(Kaplan et al., 1995). Este ¢ um distiirbio genético de heranga ligada ao cromossomo X,
bastante heterogéneo, existindo mais de 400 mutagdes ja descritas. Manifestacdes clinicas

em mulheres nfo sfo incomuns (Luzzatto e Mehta, 1995).

A produgdo de NAPDH (na via das pentoses) é essencial em varias rotas
metabolicas, assim como pa hemécia, para a estabilidade da catalase e preservagiio e

regeneracdo da forma reduzida do glutationa. Como a catalase e o glutationa sio essenciais
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para a detoxificagdio do perdxido de hidrogénio, a defesa da célula contra este agente
depende quase totalmente da G6PDH. Este processo é especialmente importante nos

eritrocitos, que sdo células muito sensiveis ao dano oxidativo.

O diagnéstico precoce (através de triagem neonatal) e o tratamento adequado podem
evitar o aparecimento de seqiielas ou o risco de 6bito. Da mesma forma, depois de realizado
o diagnéstico pode-se evitar o uso das drogas previamente conhecidas como hemoliticas. A
detecgio de portadores ndo ¢ ficil, pois nas mulheres heterozigotas (as quais apresentam
um gene normal e um gene alterado) se encontra grande variabilidade na atividade
enzimatica. Assim, pode ser realizado diagndstico pré-natal, através da avaliaciio da

atividade de G6PDH no sangue fetal (Neto ef al., 1999).

2.4.1.2 — Aplicactes analiticas

A glicose-6-fosfato desidrogenase, é também utilizada em métodos analiticos (em
associagdo a hexoquinase) para medida dos teores de glicose, frutose, manose, ATP (Boros
set al., 1987) e ainda na determinaciio da atividade enzimdtica de creatina-quinase
(Bergmeyer, 1983). Esta enzima constitui ainda uma importante ferramenta para a inddstria
vinicola e de sucos, pois possibilita a determinagiio precisa de teores de glicose (adogante
adicionado ilegalmente) liberados ap6s a hidrolise do amido destas bebidas. Esta
determinagéo € eficiente mesmo na presenca de frutose, pedagos de frutas, pigmentos,

sacarose e outros polissacarideos. {Whitaker, 1991; Chatel et al., 1996},
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2.4.1.3 — Aplicacdes na construcio de biossensores

Eletrodos enzimaticos tém sido testados para aplicagies ambientais como na
detecciio de fosfatos. Nestes sensores G6PDH esta presente associada a outras enzimas

(Parellada et af., 1998).

Bassi et al., (1999) desenvolveram um biossensor amperométrico onde G6PDH esta
imobilizada para uso na monitoracdio dos niveis de glicose-6-fosfato em eritrécitos
humanos e em células de figado de ratos. Esta detecgdo apresenta menor custo € consumo

de tempo que os métodos tradicionalmente empregados (cromatografia e espectroscopia).

2.4.2 — Precos Praticados pelo Mercado

A purificagdo da G6PDH ndo consiste de uma inovagdio tecnoldgica, uma vez que o
produto em questdo € comercializado de diferentes fontes e atividades, até a sua forma mais

pura. Os pregos praticados pelo mercado sdo diversos:

a) SIGMA COMPANY USA - de US$ 65 a US$ 400 (1000 unidades) dependendo

do grau de pureza desejado;

b) WORTHINGTON - de US$ 24 a US$ 380, variando com o ntimero de unidades

€ pureza desejadas.
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2.4.3 — Caracteristicas Gerais da G6PDH

a) pH

Heyer e Woodward (2001), encontraram para G6PDH de Leuconostoc
mesenteroides um valor de pH 6timo para a atividade catalitica de 7,8, valor idéntico ao

encontrado por Ozer ef al., (2002) para a enzima obtida de figado de cachorro.

A G6PDH presente no extrato enzimatico de células de S. cerevisiae mantém-se
estavel por até 5 horas quando estocada em valores de pH de 4,0 a 9,5 (Souza ef al.,
2002). Decorrido este periodo, em pH 4,0 a perda da capacidade catalitica foi total
enquanto que em valores de pH proximos a neutralidade ela apresentou-se

suficientemente estavel (mais que 51 horas);

b) Estabilidade a estocagem

Ribeiro (2001) em estudos da estabilidade da G6PDH em solu¢do com inibidores de
proteases a pH 7,5; verificou ser a enzima estivel a temperatura ambiente até 25 horas,
sendo que apds este periodo houve um decréscimo em sua atividade catalitica de
aproximadamente 50 %. No entanto, quando mantida a 4 °C, G6PDH manteve cerca de

80 % da sua capacidade catalitica por um periodo de 50 horas.
¢) Massa molar

Diversas variantes para a massa molar da enzima foram descritas pela literatura, as
diferencas podem ser elucidadas pela analise da mobilidade eletroforética, pela

determinag@o das caracteristicas cinéticas e pela especificidade pelo substrato. Cerca de
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300 variantes da proteina s3o conhecidas muitas das quais possuem atividade catalitica

deficiente.

A TABELA 02 mostra algumas massas molares determinadas para G6PDH

encontradas na literatura.

TABELA 02 - MASSA MOLAR DE G6PDH DE FONTES DIFERENTES.

Fonte Massa Molar Referéncia
(kDa)
Eritrécitos humanos 240 Severo, 1979
Chlamydomonas reinhardtii 180 Ellison, 1997
L mesenteroides ®; Aquifex 110 Levy, 1988 Iyer et al., 2002
aelicus
Figado de cachorro 105 Ozer et al., 2002
Saccharomyces cerevisiae S5 Zaitzeva et al., 1997

A observagdo de diferentes massas molares para G6PDH de fontes diferentes e até
mesmo para tecidos iguais, ndo ¢ incomum. A massa molar é dependente do estado de
agregac¢do da proteina, que varia de dimero a hexdmero dependendo de fatores diversos tais

como: concentragdo de NADP, concentrag@o de sais e pH.
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A FIGURA 12 representa a enzima G6PDH em trés dimensées.

NADP+
{coenzimaj

{substrato)

FIGURA 12 — REPRESENTACAO TRIDIMENSIONAL DA ENZIMA GLICOSE-6-
FOSFATO DESIDROGENASE DE CELULAS DE L. mesenteroides (DIMERO). O
SUBSTRATO E A COENZIMA NADP" APARECEM LIGADOS AOS

RESPECTIVOS SITIOS CATALITICOS (VOUGHT et al., 2060).

2.5 ~ Perspectivas e Novas Tendéncias

Esta mais que comprovado a bem sucedida atuacfio de sisternas micelares reversos
em diversas operagdes biotecnolégicas. Suas diferentes aplicagdes foram citadas na
literatura por inlimeros autores, entre eles: Morgado et al., (1996); Pessoa e Vitolo, {1997},
Serratheiro e al., (1999); Hasmann ef al., (1999); Cortez e Pessoa, {1999); Hasmann ef al.,

(20003; Carvalho ef al., (2000); Rodrigues e Tambourgi, (2001); Hasmann ef al., (2603).

No entanto, a aplicacfo industrial da técnica tem encontrado dificuldades no tocante

a recuperagdo ¢ reuso dos bioprodutos. Apesar do amplo espectro de utilizag3o da técnica
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de micelas reversas: purificagio de proteinas, remogdo de impurezas, biocatalise, dentre
outras, existe muita dificuldade de se encontrar descri¢bes industriais de casos. Desta
forma, ¢ de fundamental importincia para o emprego industrial da técnica a operagio em

sistema continuo no sentido de tornar os processos economicamente atraentes.

Outros fatores importantes a serem destacados sdo os obstaculos ambientais € de
compatibilidade que a aplicabilidade da técnica encontra. O tensoativo mais estudado AOT,
por exemplo, € altamente téxico, impedindo sua utilizacdo em farmacos e alimentos. Para
buscar uma solugdo a estes problemas, estfio sendo estudados os tensoativos naturais, ou
biotensoativos, para aplicacfio em sistemas micelares na indistnia de alimentos, cosméticos
e farmacos. Devido a complexibilidade da total remocao do tensoativo por mais sofisticada
que seja a técnica empregada, tensoativos biocompativeis representam um avango, uma vez

que os residuos destes sdo toleraveis e ndo afetam a qualidade ¢ objetivo do produto.

Os tensoativos sintéticos apresentam imumeras desvantagens como as citadas
anteriormente. No entanto, sua maior desvantagem se refere a falta de biodegradabilidade,
acumula-se no ambiente sendo consegiientemente um grande problema ambiental. No
entanto, a utilizagdo de tensoativos biocompativeis ¢ limitada devido a sua incapacidade de

competir economicamente com os sintéticos.

Span® e Tween® tratam-se de derivados de agticar utilizados como tensoativos e
classificados como naturais. Tem-se ainda a produgdio de biotensoativos a partir de acidos

graxos e esterdis (Holmberg, 2001).
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O termo tensoativo natural ou biotensoativo ndo é ambiguo, pode ser considerado
tensoativo natural aquele obtido diretamente de fonte natural, sem que sintese organica seja
envolvida nem mesmo como tratamento posterior (Holmberg, 2001). O melhor exemplo
desta categoria € a lecitina obtida tanto de soja quanto de clara de ovo. No entanto, os
exemplos ndo se restringem as lecitinas, pois processos fermentativos podem ser
empregados na obtencio de biotensoativos a partir de bactérias e leveduras. Alguns
exemplos de tensoativos naturais obtidos por fermentagio podem ser citados: acilpoliois
(como o éster de trealose), produzidos por Mycobacterium, Corynebacterium ¢

Brevibacterium e glicolipideos (como o soforolipideo) produzido por Candida sp.

2.6 - Equipamentos Utilizados na Extracio Liquido-Liquido

Ultimamente, em virtude da necessidade em se procurar alternativas mais viaveis
economicamente para uma dada separagdio, a extragdo liquido-liquido vem sendo usada de
maneira crescente. Isso se torna evidente pelo grande nifimero de novos equipamentos
desenvolvidos neste campo.

Alguns fatores que vém estimulando o desenvolvimento da extragfio liquido-liguido
sdo (Humphrey ef af,1584):

* Perspectivas de economia de energia em comparagio a destilagdo;

» Possibilidade de evitar a degradagio de compostos, devido ao efeito da
temperatura, que pode ser causada por processos que fazem uso de energia
térmica;

* Desenvolvimento de equipamentos mais eficientes e que permitam um contato das

fases liquidas mais efetivo;
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+ Melhor entendimento dos principios para desenvolvimento, projeto e “scale-up”
dos processos de extragfo.

No passado, as operacdes de extracio liguido-liguido eram restritas a processos que
utilizassemn um pequeno nimero de estagios devido a elevada altura dos estagios tedricos
associados a colunas gravitacionais que representava um alto investimento de capital,
tornando o processo de extragfio bastante oneroso. Nas Gltimas décadas, contudo, novos
projetos de extratores tipo coluna e tanques misturadores foram desenvolvidos
possibilitando em vérios casos considerar a extragdo liquido-liquido como alternativa para
separacbes que requerem um grande nimero de estagios tedricos (Logsdail ef al., 1957). O
desenvolvimento de novos equipamentos para efetuar extragio liquido-liquido tem tornado
este método mais competitivo com relaglo aos outros processos de separagiio existentes
(Souza, 1997).

Para o desenvolvimento de equipamentos de extra¢do liquido-liquido, sdo alvo de
consideracdes fatores como (Steiner, 1988):

¢ O sistema de trabalho: solvente a ser usado, grau de pureza do rafinado, condigdes
de escoamento dos liquidos, entre outros;

¢ Dados de equilibrio: sio imprescindiveis, deverfio estar disponiveis na temperatura
de trabalho;

¢ Dados de transferéncia de massa.

Durante o processo de extragiio vérios fendmenos acontecem no interior do extrator,
alguns dos quais prejudicam a transferéncia de massa. Os mais conhecidos sdo definidos

abaixo:
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¢ “Hold up™ ¢ a fracfio retida da fase dispersa, que é a razfio do volume da fase
dispersa pelo volume total do equipamento;

* Inundagfo: quando as condigdes de operagiio na coluna fazem com que seja
impossivel as correnies escoarem em contracorrente ¢ uma fase se dispersar na
outra. Nesta situagSio, as correntes entram e saem da colunz numa mesma
extremidade;

* “Backmixing” (mistura axial): é o retorno axial da fase dispersa. A fase dispersa
escoa em sentido oposto ao esperado. Ele faz com que o gradiente de
concentragio, que € a forga motriz da transferéncia de massa na coluna, diminua,
prejudicando a taxa de transferéncia de massa e a eficiéncia de separaciio:

* “Backflow”: € o retorno axial da fase continua. Ocorre quando a fase continua é
carregada na diregdo oposta 4 esperada.

Num processo de exiragio, existem diversos fatores que influenciam o desempenho
do extrator, principalmente em escala industrial. Portanto, ¢ necessario um estudo em
escala piloto para melhor definir as condigdes de operago.

A utilizagho de extratores verticais nos processos de extracfio liquido-liquido ¢
justificado devido a esses equiparmentos ocuparem pequena 4rea, terem boa eficiéncia de
separagdo e apresentarem facilidades de operagfio e manutencio.

Existem varios tipos de extratores que podem ser classificados de acordo com os
principios gerais de operagfo e construgfo. Varios autores dividiram os extratores em duas
categornias, de acordo com o tipo de contato entre as fases em {Hanson, 1971):

e Sistemas de contato e separacio de fases em estagios (descontinuos): estes

sistemas sdo formados por uma série de estgios compostos por tangues
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misturadores-decantadores, onde a solugo e o solvente sdio misturados até serem
atingidas as concentra¢des de equilibrio em ambas as fases. Apos isso deixa-se
decantar a fase mais densa e, entdio, faz-se a separacio das fases antes delas
passarem ao proximo estagio. Nestes equipamentos, obtém-se altas eficiéncias de

separacio em cada estagio. A desvantagem ¢ o grande espaco fisico que ocupam

(FIGURA 13).
Entrada da Entrada da
fase pesada fase leve
> B
. .
Saida da ' Saida da
fase pesada fase leve

FIGURA 13 - EXEMPLO DE UM EXTRATOR EM ESTAGIOS DISCRETOS.

e Sistemas de contato diferencial (continuos): nos sistemas diferenciais, os liguidos
escoam continuamente em contracorrente, sem misturadores ou decantadores
intermediarios, sendo gue estes contadores s@o normalmente colunas verticais. O
escoamento em contracorrente ocorre em fungio da diferenca de densidade entre
as fases. A fase mais densa ¢ alimentada no topo ¢ flui de maneira descendente
no interior da coluna e a fase menos densa ¢ alimentada na base ¢ flui em diregdo
ao topo da coluna. As colunas de contato diferencial sio equipamentos mais

compactos € ocupam um menor espaco fisico que os misturadores-decantadores.



REVISAO DA LITERATURA

Esta categonia pode ainda ser subdividida de acordo com a maneira de se promover
a mistura das fases, em:
» Colunas sem agitacdo mecéanica e separacdo pela gravidade, como colunas de
pratos perfurados fixos, colunas tipo Spray e colunas recheadas (FIGURA 14).
Nestes equipamentos, a forma de promover o contato entre as fases e, portanto a
transferéncia de massa € a agdo da for¢a gravitacional, devido a diferenca de
densidade entre as fases. S3o os mais simples dos extratores diferenciais usados
na extracdo liquido-liquido. Apresentam baixo custo de instalagdo e manutencio

¢ ocupam reduzido espago fisico. A principal desvantagem ¢ a baixa eficiéncia

de separacao.
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FIGURA 14 - EXEMPLOS DE COLUNAS QUE ATUAM SOB A FORCA DA

GRAVIDADE. (A) COLUNA DE PRATOS FIXOS PERFURADOS; (B) COLUNA

RECHEADA; (C) COLUNA SPRAY
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e Colunas com agitacio mecdnica e separacdo pela gavidaﬂe, como coluna de
discos rotativos (RDC), coluna de fluxo pulsado, coluna de pratos pulsados,
coluna “Oldshue-Rushton”, coluna “Sheibel” e coluna Kuhni (FIGURA 15).
Nestes extratores, além da forca da gravidade, tem-se a agfio da agitagfio causada
mecanicamente que pode ser empregada através de pulsacbes ou sistemas
rotativos. Nas colunas agitadas mecanicamente por meio de sistemas rotativos, a
forca da gravidade atua em conjunio com a energia introduzida por estes
sistemas de rotagdo, que podem ser: discos rigidos ou perfurados, pas, turbinas,
etc. O grau de dispersfio, e, portanto, o grau de transferéncia de massa € bastante
elevado em comparagio aos equipamentos sem agitacdo mecénica.

¢ Contadores centrifugos, que utilizam a forca centrifuga como forca motriz para a
transferéncia de massa. Sfo de desenvolvimento mais recente e possuem alta
eficiéncia de separagfo e ocupam pouco espago fisico. A desvantagem € o seu
alto custo de implantacfio. S3o exemplos o extrator Podbielniak, Luwesta e de
Laval.

A classificagdo dos equipamentos segundo Hanson (1971) pode ser observada na

TABELA 03.
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TABELA 03 - CLASSIFICACAO DOS EQUIPAMENTOS DE EXTRACAO
SEGUNDO HANSON (1971)

CONTATO COM
TIPO DE AGITACAO SEPARACAO DE FASES CONTATO CONTINUO

-coluna Spray
-coluna de chicanas

SEM AGITACAOQO -¢oluna recheada

-coluna de pratos perfurados

—Hoiléy;Mott T -coluna Sheibel
-misturador-decantador simples  -coluna Oldshue-Rushton
-misturador-decantador com -contador de discos rotativos

APARELHO bomba -coluna misturadora multi-estagio

AGITADO POR -centrifuga de estagio individual

ROTACAO -misturador-decantador com
pulsacdo
-misturador-decantador com  -coluna recheada com pulsacio
pulsacdo ~coluna de pratos perfurados

COM PULSACAOQ pulsados

~coluna de fluxo pulsado com

pratos perfurados
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(2) (b}

-
FIGURA 15 - EXEMPLOS DE COLUNAS QUE ATUAM SOB A FORCA DA

GRAVIDADE. (A) COLUNA DE FLUXO PULSADO; (B) COLUNA DE PRATOS
PULSADOS; (C) COLUNA DE DISCOS ROTATIVOS.
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2.7 - Processamento Continuo

A maioria dos processos de extragdo de particulas bioldgicas tem sido realizada de
modo descontinuo; recentemente, a utilizagdio de processos continuos tem adguirido um
grande impulso, uma vez que o processamento continuo apresenta inimeras vantagens
{Boland, 1999):

¢ Redugdo no tempo de processamento: os processamentos de fases aquosas
atualmente sdo muito rapidos. A mistura e o equilibrio das fases ocorrem em alguns
minutos quando se utilizam equipamentos adequados. Portanto, a utilizacdo do
processo continuo permite processar rapidamente grandes quantidades de material,
com instalagdes reduzidas em relagio & quantidade de material que estd sendo
processada, resultando numa economia de capital e energia.

¢ Automacio do processo, o que significa baixa méo-de-obra a ser empregada;

* Obtengho de produtos mais homogéneos: a combinacfio entre o processo continuo e

a automagdo mantém o processamento mais constante, com poucas variacdes e

maior uniformidade ao longo da corrida;

* Maior rendimento de produtos labeis: devido a rapidez do processamento, as perdas
de materiais labeis sfio minimizadas;
* Possibilidade de reciclagem dos componentes constituintes das fases.

A aplicagdio de sistemas bifésicos aquosos para a purificacio em continuo de
proteinas tem sido demonstrada em vérios trabalhos utilizando diferentes sistemas de
extragdo. Albertsson (1986) descreveu a operagio de uma unidade Craig, em modo
contracorrente, empregando sistemas PEG-Dextrana. KULA ef al, (1982) pesquisaram a

extragio de formato desidrogenase com sistemas PEG-Sal. Hustedt er al., (1988)
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analisaram o processo continuo em uma coluna Kuhni, em um extrator Graesser, em uma
coluna Podbielniak e em uma unidade misturadora-decantadora usando SBA.

Em operacdo semicontinua, Sawant ef al., 1990; Patil et al., 1991 ¢ Jafarabad ef al.,
(1992a; 1992b) avaliaram a transferéncia de massa e a fraciio retida da fase dispersa (“Hold
up”} para a albumina de soro bovino ¢ para amiloglicosidase. Para a purificacdo da
albumina foram empregadas as colunas tipo Spray ¢ York-Scheibel operando com sistemas
PEG-Dextrana e¢ PEG-fosfato de potdssio, respectivamente. Para a separagio da
amiloglicosidase foi utilizado o sistema PEG-sulfato de sddio nas colunas York-scheibel e
Empacotada.

Coimbra ef al., 1994 utilizaram um extrator Graesser para a separagio das proteinas
a-lactoalbumina e B-lactoglobulina do soro do leite com sistemas bifasicos PEG-fosfato e
avaliaram a performance do extrator com relacdo a eficiéncia de separacfio e a transferéncia
de massa (Coimbra et al,1995). Pawar ef al, (1997) analisaram a fracdo retida da fase
dispersa € o coeficiente de transferéncia de massa em uma coluna Spray modificada
utilizando o sistema bifésico PEG-suifato para a extragfio de amiloglicosidase ¢ B-
galactosidase. Mais recentemente, Porto er al.,(1997; 1999) avaliaram a transferéncia de
massa ¢ a fragfo retida da fase dispersa (“Hold up”) para o citocromo b5 ¢ albumina de
soro bovino em coluna de discos perfurados da fase dispersa (“Hold up™) para a albumina

de soro bovino em PRDC com sistemas PEG-fosfatos de potassio.
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2.8 - Extracio Continua em Colunas de Campéinulas Pulsadas

As colunas agitadas por pulsacBes, apesar de utilizarem mais energia em sua
operacgdo, oferecem a grande vantagem de proporcionarem taxas de transferéncia de massa
e eficiéncias bem mais elevadas do que outros tipos de equipamentos. Isto acontece porque
neste tipo de extrator, a forma de agitagio (pulsacio) € introduzida no sistema na mesma
direcdo de escoamento das correntes no interior da coluna, o que favorece um contato mais
intenso entre as fases, sem prejudicar o escoamento em ambas as fases.

O primeiro trabalho apresentado sobre colunas agitadas por pulsacdes foi proposto
por Van Dijek (1935). Neste trabalho, o autor propds um novo tipo de equipamento para
extragdo liquido-liquido, com a principal finalidade de se obter o mdximo contato entre
duas correntes liquidas. O principio de funcionamento desta coluna consta basicamente do
seguinte: as correntes liquidas s@io introduzidas na coluna em contracorrente, formando
porgdes de cada uma delas nos varios compartimentos da coluna. Assim, em cada estagio
(cada segdo da coluna formada por um prato) so formadas duas camadas liquidas distintas,
a superior de liquido leve (de menor densidade) e a inferior de liquido pesado (de maior
densidade). Com o movimento alternativo dos pratos, quando estes se movem para ¢ima, o
liguido pesado atravessa os furos dos pratos na forma de jatos, sendo disperso como gotas
na camada de liquido leve do estdgio anterior. De forma andloga, quando os pratos se
movem para baixo, o liguido leve € injetado nos furos do prato superior, se dispersando na
camada de liquido pesado.

Van Dijck (1935) propés também um outro tipe de coluna, em que os pratos sdo
fixos ¢ os fluidos pulsados através do emprego de bombas alternativas. Este equipamento,

conhecido como coluna de fluxo pulsado, também apresenta boas taxas de eficiéncia,
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segundo os autores. J& que estes extratores nfo tém partes moveis, encontram extenso uso
no processamento de solugdes radioativas em trabalhos com energia atdmica, onde podem
ser colocados sob pesados campos de radiacfio sem requerer manutengiio (Treybal, 1968).
Varios autores, entre eles Smoot e Babb (1962), Duarte ef al., 1992; Khemangkorn
et al., 1978 e Gois (1995), j4 apresentaram estudos sobre colunas agitadas por pulsacbes,
porém, a maioria se refere as colunas com fluxo pulsado. Todos os trabalhos mostram que
este tipo de equipamento ¢ bastante eficiente. Os sistemas liquidos estudados nestes

trabaihos foram formados por agua/solventes organicos

2.9 - Transferéncia de Massa em Sistemas Bifasicos Aquoses

Quando um sisterna contém dois ou mais componente de ponto a ponto no sistema,
ha uma tendéncia natural 4 massa ser transferida, minimizando as diferencas de
concentragdo no sistema, ja que de acordo com a segunda lei da termodindmica, sistemas
que ndo estdo em equilibrio tendem a alcancar o equilibrio com o tempo. O transporte de
um constituinte de uma regifio de maior concentragio para outra de menor concentracfio &
chamado “transferéncia de massa”.

E de fundamental importancia no estudo de um processo de extraciio liquido-liquido
ou de um extrator em particular, a avaliacio da transferéncia de massa no interior deste
equipamento.

A transferéncia de massa entre duas fases liquidas ¢ funciio do comportamento dos
liquidos que atravessam o extrator ¢ da taxa local de transferéncia de massa, que depende

da resisténcia no filme liquido interfacial.
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O estudo da transferéncia de massa visa principalmente avaliar o quanto o sistema
se aproxima do equilibrio. Com este estudo, pode-se definir um limite ideal de operacfio
para o extrator.

Em equipamentos de extracio liquido-liquido, em contracorrente, a transferéncia de
massa ocorre numa dispersdo de gotas que fluem pela gravidade através da fase liquida
continua, sendo o contador de discos rotativos um exemplo destes equipamentos.

A mudanca da concentracio numa gota, numa dada parte da coluna, é dependente
da diferenca de densidades, do coeficiente de transferéncia de massa, da 4rea interfacial ¢
do tempo de contato, sendo que todas essas variaveis dependem do didmetro das gotas.
Segundo Hanson (1968) a transferéncia de massa ocorre entre a fase continua e as gotas.

Em sistemas liquido-liquido, o aumento da agitacfo, inicialmente causa um aumento
da drea interfacial (através da diminui¢do no tamanho das gotas) e assim, aumentando a
taxa de transferéncia de massa. Porém, isso ndo ocorre indefinidamente. Primetramente, ha
um limite para o aumento da area interfacial que pode ser obtida. Em segundo lugar, abaixo
de certo tamanho de gotas, estas comecam a se comportar como esferas rigidas sem
circulag@o pelo lento processo de difusio molecular. Em terceiro tugar, apés certo ponto, o
aumento na agita¢do pode comecar a suprimir a interagfio gota-gota, reduzindo a mistura na
fase dispersa e também a taxa de transferéncia de massa. H4, portanto um grau Otimo de
agitacdo que fornece a taxa de transferéncia de massa méaxima (Rod, 1966).

Segundo Hanson (1968), a coalescéncia das gotas da fase dispersa numa fase
continua ¢ fundamental para ocorrer a separacdo das fases. Em geral, quanto menor o
tamanho das gotas, mais lenta é a coalescéncia. Quanto menores forem as gotas, maior sera

a tendéncia da solugdo emulsificar.
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Em colunas de discos perfurados rotativos, o coeficiente global de transferéncia de

massa pode ser determinado por:

N=Kda(C* - C)V EQUACAO 02

Onde: N: Fluxo de proteina para a fase dispersa;
Kda: Coeficiente global de transferéncia de proteina;
C*: Concentragio de proteina na interface em equilibrio com a fase continua;
C: Concentragiio de proteina na fase dispersa;

V: Volume da fase continua.
Considerando que as duas fases sfio imisciveis, que a quantidade de soluto
transferida entre as fases ¢ pequena, que o coeficiente de particio para a proteina ¢

independente da sua concentragdo e que o coeficiente de transferéncia se mantém constante

ao longo da coluna, a integragfo da expressio acima é possivel, originando:

N=Kda ACy, V EQUACAO 63

Onde: ACy,: Média logaritmica da diferenga de concentracdes entre a interface e a fase

dispersa.
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O balango material global do soluto na coluna origina
Q(Cent-Csai)= Kda ACy,, V EQUACAO 04
Onde: Q: Velocidade de fluxo da fase dispersa;
Cent: Concentragio de proteina na corrente de entrada da fase dispersa;
Csai: Concentragio de proteina na corrente de saida da fase dispersa.
Reorganizando esta expressfo, obtém-se a expressio:
Kda= Q/V. In (Cent - KCfe/Csai - KCfc) EQUACAO 05
Onde: K representa o coeficiente de particiio do soluto.
Sabe-se que existem dois aspectos distintos sobre a eficiéncia de extragio a serem
considerados: o primeiro costuma diferenciar o comportamento real do ideal; o segundo

interpreta a eficiéncia em termos de mecanismos de transporte de massa. Baseado nestes

aspectos, varias defini¢des de eficiéncia tém sido propostas.
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3-OBJETIVOS

No presente trabalho pretendeu-se purificar G6PDH utilizando a extracio liquido-

liquido por micelas reversas, e, por isto, foram realizadas:

L]

A avaliac8o dos fatores (pH, temperatura, condutividade elétrica, concentracio e
tipo do agente tensoativo, concentracio de co-solvente) na extraciio da glicose-
6-fosfato desidrogenase da fase aquosa para a fase micelar, com o auxilio de
planejamento estatistico especifico para cada sisterna formado a partir dos
seguintes tensoativos: AQT, CTAB;

A otimizagdo do processo de extragio utilizando o sistema selecionado na etapa
anterior e posterior determinagio do modelo estatistico para descricio do
Processo;

Os estudos iniciais da extracdo da enzima por micelas reversas em um sistema

continuo, utilizando coluna de campénulas pulsantes.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 — Microoerganismo
Saccharomycces cerevisiae, proveniente de fermento de padaria (massa comercial

prensada), foi utilizadas como fonte de G6PDH.

4.2 — Extrato Bruto
() extrato bruto foi obtido no Laboratorio de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de S&o Paulo e congelado a - 18 °C.

4.3 — Extracio de G6PDH por Micela Reversa
Neste trabalho foram utilizados os seguintes sistemas. AOT em isooctano, CTAB

em isooctano, hexanol e butanol.

4.3.1 — Preparo das Solucdes Micelares

Para cada sistema micelar reverso (tensoativo/solvente) foi empregada uma
metodologia de preparo da microemulsio especifica. As massas de tensoativo foram
determinadas em funcio dos planejamentos estatisticos empregados e constam das
respectivas matrizes:

a) Sistema AOT em isooctano: dissolugdo de quantidade apropriada do tensoativo

usando isooctano como solvente;

b) Sistema CTAB em isooctano/hexanol/butanol: primeiramente se preparou uma

solugdo estoque com as proporgBes entre isooctano e hexanol de 9:1 e butanol



MATERIAIS E METODOS

em propor¢do determinada pelo plangjamento expenimental. Esta solucdo foi

utilizada de quantidades apropriadas do tensoativo.

4.4 — Coluna Agitada per Campinulas Pulsantes

Nos ensaios de extragfio com alimentacio continua de ambas as fases foi utilizada
uma micro-coluna agitada por campéanulas pulsadas como representadas na FIGURA 16.
Optou-se pelas campédnulas como dispositivos para promover a agitagdo, porque elas
conseguem promover uma boa dispersfio e aumentar o tempo de contato entre as fases.

A micro-coluna, disponivel no laboratério, ¢ formada por um tubo de vidro de 19
cm de altura; 2,84 cm de didmetro externo e 2,54 cm de difinetro interno. No interior da
mesma foi acoplada uma haste de ago inox, no qual estio soldadas 03 campénulas que estdo
distanciadas 04 cm uma das outras. O didmetro da base da campéanula € de 249 cm. A
peneira de aco mnox da qual a campénula foi construida tem 24 "mesh" e, portanto, fornece
uma 4rea livre de 38%.

Os bocais de alimentagdo e saida sfo de inox, e possuem um didmetro interno de
3,65 mm e 6,85 mm de didmetro externo.

Os pulsos sdo fornecidos por um dispositivo que promove os movimentos
alternados (movimenta o eixo para cima e para baixo) e controlados por um dispositivo de
freqiiéncia de pulsacgdo.

A alimentacfio da fase continua, que possui maior densidade, ¢ feita utilizando-se a
gravidade e a sua vazéio ¢ controlada por um rotdmetro. A alimentagio da fase dispersa que
possui menor densidade, € feita por meio de uma bomba peristaltica, previamente calibrada.

As valvulas para controle das vazdes s3o valvulas agulha.
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Os tubos para conduzir as alimentagdes ¢ saida sfio de viton, que ¢ um material

resistente a agéo do isooctano.

FIGURA 16 - MICROCOLUNA DE.CAMPANULAS PULSADAS.

Na FIGURA 17 ¢ mostrada a fotografia de uma haste na qual estio soldadas duas
campdanulas. |

Durante um pulso, a campanula movimenta-se aproximadamente 2,8 cm para baixo
¢ 2,8 cm para_ cima,-o que féz com quc a amplitude do pulso scja de aproximadamentc 5,6

cm.
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!
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FIGURA 17 - CAMPANULAS SOLDADAS A HASTE. FORMANDO O

DISPOSITIVO DE AGITACAO DA MICRO-COLUNA

As amostras das fases leve e pesada foram retiradas no topo e fundo da coluna,
respectivamente. As condigdes de carga total alimentada, razdo entre as fases alimentadas e

intensidade de pulsagdo, foram determinadas experimentalmente.

4.5 — Avaliacio da Atividade Enzimatica
Foi utilizado o procedimento descrito por Bergmever ( 1984). Para a determinacfo
da atividade da G6PDH o meio reacional continha os componentes discriminados na

TABELA 04.
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TABELA 04 — COMPOSICAO DO MEIO REACIONAL PARA DETERMINACAO

DA ATIVIDADE CATALITICA DE G6PDH.

Componente Concentracio da Selucio Volume Empregade
(mM) (uL)
Tampio tris-HCL pH 7,5 50 600
com MgCl, a S mM
NADP” 0,5 5
Glicose-6-fosfato 10 10
Amostra — 30-100

A atividade da enzima foi determinada pela medida da velocidade de formacéo de
NADPH. Uma unidade (U) de G6PDH foi definida como a quantidade da enzima capaz de
catalisar a reducio de 1 umol de NAP /min nas condi¢des experimentais. Os resultados

foram expressos em U/Mroreina total,

4.6 — Avaliaciio do Processo de Extraciio

Para avalia¢éio do processo de extragdo de G6PDH por micelas reversas foi utilizada
a metodologia do planejamento experimental (Box et al., 1978). Para o tensoativo AOT
avaliou-se como resposta a recuperagio da atividade catalitica da enzima.

A recuperacdo (R), ou seja, porcentagem da atividade catalitica inicial presente nas
fases aquosas apés realizagdo do processo de extragdo foi caleulada utilizando a

EQUACAO 06:
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R = (Az/A;) x100 EQUACAO 06

Onde: A,: Atividade no HI [U/L];

A;: Atividade especifica da amostra apds o processo de extracio [U/L].

O teor de proteinas totais foi determinado de acordo com o método de Lowry
(1959); utilizando como padriio albumina de soro bovino (BSA).

A eficiéncia do processo de extragdio pode ser calculada através do balanco de
massa protéica onde se observou a porcentagem de rendimento (n). Para o calculo utilizou-

se a EQUACAO 07:

n%=[1-(PFP)]x 100  [mg/mL] EQUACAO 07

Onde: Pf: Concentracdo de proteinas {[mg/ml.] apds a condugio do processo de extracdo;

Pi: Concentragdo de proteinas [mg/ml.] do controle.

4.7 - Planejamento Fatorial
Para cada sistema de tensoativo empregado foi utilizado um planejamento
especifico conforme descrito a seguir:

a) Sistema AOT em isooctano: planejamento completo 2° com trés repeticdes no

ponto central, onde se estudou o efeito das varidveis: pH, concentracdo do

tensoativo € temperatura sobre a extracio da enzima.
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b) Sistema CTAB em isooctano/hexanol/butanol: planejamento completo 2* com

trés repeti¢des no ponto central, onde se estudou o efeito das variaveis: pH,
concentragdo do tensoativo, concentracio de butanol e temperatura sobre a

extracdo da enzima.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 — Tensoativos Aniénicos

Um tensoativo anidnico, o AOT, foi testado ¢ para o mesmo foi realizado um
planejamento fatorial 2° com 03 repeticles no ponto ceniral, para avaliacio da
influéncia do pH, concentraciio de AOT e temperatura.

A TABELA 05 corresponde a matriz do planejamento estatistico usado e mostra
os niveis reais utilizados para cada variavel nos diferentes ensaios, bem como os

resultados de recuperagio da enzima.

TABELA 05 — PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2° COM 03
REPETICOES NO PONTO CENTRAL UTILIZADO PARA AVALIACAO DA
INFLUENCIA DO PH, CONCENTRACAO DE AOT E TEMPERATURA NA

RECUPERACAO DE G6PDH POR MICELAS REVERSAS.

Ensaio n° pH AOT {M] Temperatura [°C]  R* [%]
1 4,0 0,1 50 1,71
2 8,0 0,1 5,0 0
3 4.0 0,4 5,0 3,55
4 8.0 0,4 5.0 0,53
5 4,0 0,1 25,0 0
6 8,0 0,1 25,0 3,64
7 4,0 0,4 25.0 0
8 8,0 0,4 25,0 5,10
9 6,0 0,25 15,0 0
10 6,0 0,25 15,0 0
11 6,0 0,25 15,0 0

*R = recuperagiio na Fase Aquosa Condutividade elétrica da fase aguosa = 7 mS/cm
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Os resultados de recuperagio variaram de 0 a 5,1 %. Os rendimentos em
atividade total recuperada s3o baixos. Na TABELA 06 encontra-se a estimativa dos
efeitos através da qual € possivel identificar os efeitos principais bem como as

interagbes importantes ao processo de extracio.

TABELA 06 — ESTIMATIVA DOS EFEITOS, ERROS-PADRAO E TESTE t
(STUDENT) PARA OS PARAMETROS ESTUDADOS NA RECUPERACAO DA

G6PDH POR MICELAS REVERSAS DE AOT

Efeitos Estimativas Erros-padrio t

) Média 1,3209 10,4306 3,07
A (pH) 1,0025 +/-1,0097 0,99

B (Conc. Tensoativo) 0,9575 +/-1.0097 0,95

C (Temperatura) 0,7375 +/-1.0097 0,73

AB 0,0375 11,0097 0,04
AC 3,3675 +/-1,0097 3,34%

BC ~0,2275 +/-1,0097 0,23

¥ Significative a0 mivel de 93 % de confanga Valor de 1 para 93 % de confianga com 4 GL (1= 2.7747)

Como pode ser visto na TABELA 06, nenhuma das variaveis, pH (A),
concentragdo do tensoativo (B) ou temperatura (C), apresentam efeito principal
significativo para o intervalo de confianga considerado (95 %), na regido averiguada.
Ou seja, os valores para 1 (de Student) sio inferiores ao valor tabelado. Observa-se, no
entanto efeito significativo para este nivel de significincia, entre as variaveis AC (pHe

temperatura) com estimativa de (+ 3,37).
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5.2 — Tensoativos Catiénicos

Nesta secdo estdo apresentados os resultados obtidos na extragio de G6PDH por
micelas reversas de tensoative catibnico, o CTAB.

Para o tensoativo CTAB foi executado um planejamento experimental € com

base nos resultados obtidos novos ensalos foram feitos.

5.2.1 ~ Extraciio da Enzima GO6PDH por Sistema de Micelas Reversas Formadas a
Partir do Agente Tensoative Catiénico CTAB

Para o estudo da influéncia das varidveis: pH, concentracdo do agente tensoativo
CTAB, concentracdo do co-solvente e temperatura, utilizou-se um planejamento fatorial
fracionario 2* com 03 (trés) repeticGes no ponto central buscando assim, a identificacdo
dos fatores significativos ao sistema sem que o nimero de ensaios fosse
demasiadamente grande. A matriz da TABELA 07 mostra os niveis utilizados para cada
vartdvel nos diferentes ensaios, bem como os resultados de recuperacio da enzima

G6PDH.
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TABELA 07 —- MATRIZ PARA PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO

2* COM 03 (TRES) REPETICOES NO PONTO CENTRAL PARA ESTUDO DA

INFLUENCIA DAS

VARIAVEIS:

PH, CONCENTRACAO DE CTAB,

CONCENTRACAO DE BUTANOL

(%)

RECUPERACAO DE G6PDH POR MICELAS REVERSAS.

E TEMPERATURA, NA

“Ensaio ] pH | CTAB Butanol  Temperatura R*
Ne M] [%] °C (%]
i 8.0 0.40 20 Y 5000
2 4,0 0,40 20 25 14,04
3 8,0 0,10 20 25 5,54
4 4,0 0,10 20 25 8,53
5 8,0 0,40 10 25 1,41
6 4,0 0,40 10 25 0
7 8,0 0,10 10 25 3,43
8 4,0 0,10 10 25 2,65
9 8,0 0,40 20 5 3.83
10 4,0 0,40 20 5 0
131 8.0 0,10 20 5 1,57
12 4,0 0,10 20 5 0
13 8,0 0,40 10 5 0,53
14 4,0 0,40 10 5 0
15 3.0 0,10 10 5 0
16 4,0 0,10 10 5 1,71
17 6,0 0,25 15 15 1,43
18 6,0 0,25 15 15 1,40
19 6,0 0,25 15 15 0,52

* R = recuperagio na fase aquosa
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Com base nos resultados apresentados, pode-se observar que os valores para a
variavel resposta (recuperacdo) variaram de 0 a 14,04 % da atividade enzimdtica total
recuperada na fase aguosa.

Com excecdo dos ensaios 01, 02, 03 e 04, todos os demais apresentaram valores
para varidvel resposta (recuperacio) inferior a 4 %. Os ensaios 02 ¢ 04, os gquais
correspondem aos maiores valores de recuperacio obtidos 14,04 ¢ 853 %,
respectivamente, possuem em comum & utilizagfio das varidveis butanol e temperatura
em seus niveis superiores (20 % e 25 °C, respectivamente) e da variavel pH em seu
nivel inferior, ou seja, pH 4,0; observa-se que a diminuigiio da concentracio de CTAB
de 0,4 M para 0,1 M nestes dois ensaios, provocou diminui¢do de 40 % no valor da
atividade recuperada da enzima G6PDH.

Com relacdo aos ensaios 01 e 03, utilizaram-se as mesmas condi¢fes para as
varidveis pH, butanol ¢ temperatura (8,0; 20 % ¢ 25 °C, respectivamente), sendo a Gnica
variacdo o decréscimo na concentragdio de CTAB de 0,4 para 0,1 M. No entanto, tal
variagdo ndo afetou significativamente a varidvel resposta, recuperagiio que aumentou
de 5,00 para 5,54 %.

‘Tem sido utilizado, no presente estudo, o agente tensoativo catibnico CTAB,
esperava-se que a recuperaglo fosse favorecida pela utilizagio de pH superior ac pl
(ponto isoelétrico) da G6PDH, o que garantiria carga liquida total negativa 2 enzima.
Desta forma, as interagSes eletrostiticas entre a enzima ¢ o interior polar positivo das
micelas reversas do agente tensoativo catidnico seriam favorecidas e por conseqiiéncia a
extracdo da enzima.

Porém, em pH 4,0; a carga liquida total da proteina apresentou positiva (pH
inferior ao pl da G6PDH) o que poderia dificultar a extracio da enzima, entretanto,

outras forcas provavelmente favoreceram a extragio, tais como as forcas hidrofSbicas,
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oriundas das partes apolares das micelas reversas do tensoativo em uso, as quais
facilitaram a difusdo da enzima do interior da micela para o meio externo.

De fato, fatores como pH, condutividade elétrica, tipo de solvente, co-solvente,
concentragdo ¢ tipo de agente tensoativo tém grande ascendéncia sobre as forgas que
regem o processo de recuperacio de proteinas, porém a técnica mostra-se eficaz para a
purificagio de enzimas tanto por interagdes eletrostiticas quanto por forgas
hidrof6bicas, manifestando, assim, sua flexibilidade {Hasmann ef al., 1999 ¢ Hasmann
et al_, 2000).

Através da estimativa dos efeitos das varidveis e suas interagdes mostrada na
TABELA 08, identificou-se os efeitos principais bem como as interagdes importantes ao
processo de extracdo. Considerou-se um intervalo de confianca de 95 %, ou seja, apenas

5 % das variagdes ndo poderiam ser explicadas pela andlise estatistica.
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TABELA 08 — ESTIMATIVA DOS EFEITOS, ERROS-PADRAO E TESTE t
(STUDENT) PARA OS PARAMETROS ESTUDADOS NA RECUPERACAO DE

G6PDH POR MICELAS REVERSAS DE CTAB.

Efeitos Estimativas Erros-padrio ot
Média 2,715 - 0,5781 4,696+
A: Temperatura 4,120 +/- 1,2891 3,269*
B: Butancl 3,597 +/-1,2891 2,855%
C:CTAB 0,173 +{-1,2891 0,137
D:pH 0,703 +/-1,2891 0,558
AB 2,807 +/-1,2891 2.228*

AC 0,868 +/- 1,2891 6,077

AD 1,670 +/-1,2891 1,395

BC 1,723 +/-1,2891 1,298

BD 0,953 +/-1,2891 0,758

CDh 0115 +-1,2891 0,091

* Significativo ao mivel de 95 % de confianga Valor de t para 95 % confianga com 8GL. (1 = 2.307)

Como pode ser visto na TABELA 08, os maiores efeitos principais observados
para a recuperagfo da enzima foram os das varidveis butanol e temperatura, que
apresentaram estimativas de, aproximadamente, + 3,59 e + 4,12; respectivamente.
Observa-se ainda efeito interativo, ao nivel de 95 % de significincia, entre estas
varidveis, o qual apresenta uma estimativa de, aproximadamente, + 2,81. O fato de esta
interagdo apresentar sinal positivo indica que os resultados de recuperacio sdo
melhorados com a condugdio dos ensaios em valores de butanol e temperaturas mais

elevadas, nas respectivas faixas estudadas.
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No intervalo de confian¢a considerado as variaveis pH e concentracio de CTAB
ndo apresentaram efeito principal significativo, com estimativas de - 0,70 ¢ + 0,17:
respectivamente. Também a interagio entre estas apresentou baixa significancia
(estimativa de + 0,11).

Apos a seleclio das varidveis que apresentam efeitos significativos sobre o
processo estudado, conduziu-se uma andlise de varidncia (ANOVA) para verificacio da
possibilidade de ajuste de um modelo linear aos dados experimentais. Os parametros

desta andlise, que possui R” de 0,76, encontra-se na TABELA 09,

TABELA 09 - PARAMETROS DE ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DOS
FATORES SIGNIFICATIVOS.

Efeitos SQ GL oM ¥ p
A (Temperatura) 67,898 1 67,898 15,583 0,0017*

B (Butanol) 51,768 i 31,768 11,881 0,6043*
AB 31,528 1 31,528 1,236 0,0185%
AD 12,355 1 12,355 2,836 0,1160
BC 10,6929 1 10,6929 2,454 0,1412

Erro Total 56,641 13 4,357
Total 230,883 18
0,76
* Significativo ao nivel de 95 % de confianca SQ =soma dos quadrados,  GL = graus de liberdade,

OM = média dos quadrados

Na FIGURA 18 esta representada a superficie de resposta da interaciio mais
significativa. A superficie mostrada representa a interagdio entre as varidveis:
temperatura (A) ¢ butanol (B) e permite visualizar o comportamento da recuperagio da
enzima G6PDH nas condicOes averiguadas por este planejamento. Nota-se que, para

esta interag&o, houve aumento na recuperagdo da enzima com o aumento da temperatura
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¢ da concentragiio de butanol, ou seja, com a utilizacio destas variaveis em seus niveis

superiores.

iy g

FIGURA 18 - RECUPERACAO DE G6PDH POR MICELAS REVERSAS EM
FUNCAO DA TEMPERATURA E CONCENTRACAO DE BUTANOL.

A validade do modelo linear foi verificada pela analise de varidncia de regressio

do modelo, representado na TABELA 10.

TABELA 10 — ANALISE DE VARIANCIA DE REGRESSAO PARA O

MODELOG REPRESENTATIVO DO PROCESSO DE EXTRACAO DA G6PDH
POR MICELAS REVERSAS DE CTAB.

Causas de Variacao SQ GL MQ ¥
Modelo 162,255 5 32,451 6.15
Residuo 68,629 13 5,279
Total 230,883 18

R* =076

GL = graus de liberdade S5Q = soma guadranca MQ = média quadratica
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Desta forma, o modelo matemdtico descrito para apresentar o processo, &
expresso pela EQUACAO 08, onde Y representa porcentagem de recuperagdo da
enzima, A € a temperatura e B a concentracio de butanol, C a concentracdo de CTAB ¢

DopH.

Y=2,72+2,06+1,79B+ 1,40 AB 0,88 AD +0.82 BC EQUACAO 08

A modelagem matemdtica obtida com a EQUACAO 08 prevé valores de
recuperacio para a G6PDH de 12 %, para as seguintes condigdes: pH 4,0; concentracio
de CTAB 0.4 M, concentragdo de butanol 20 % e temperatura 26 °C. Nestas condicdes
dois novos ensaios para confirmagio do modelo foram reatizados onde os valores de

recuperacio observados foramde 12.9¢ 12,3 % respectivamente.

5.3 - Resultados Preliminares: Extracio Continua em Colunas Pulsadas

A recuperagfo da enzima G6PDH foi realizada utilizando uma microcoluna de
extracdo continua com campénulas pulsadas, conforme descrito anteriormente.

Os resultados apresentados nessa fase do trabalho sio preliminares e foram
realizados utilizando as condigGes Gtimas obtidas em batelada por Hasmann (2003).
Seguindo essas condigdes, foram realizados alguns ensaios na microcoluna de operagdo
continua, com a intengdo de verificar ¢ comparar com os resultados obtidos em
batelada. Esses resultados sio encontrados nas TABELAS I1; 12 e 13. Podemos
observar que nas TABELAS 11 ¢ 12; a maior recuperacdo na fase aquosa apds
reextragao ocorreu em 10 minutos, ou seja, no inicio do processo, e que, no decorrer da

extragdo, ndo apresentou oscilacdes. Analisando a TABELA 13, constata-se gue néo
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houve uma maior recuperacdo na fase aquosa apo0s a reextracdio, pois, nestas condicOes,
manteve-se aproximadamente constante. Entretanto, vale ressaltar que esses resuttados
foram inferiores aos obtidos nas mesmas condigdes, quando os ensaios foram realizados

em batelada (Rodrigues, 1997).

TABELA 11 - BALANCO DE ATIVIDADE NO PROCESSO DE EXTRACAO

CONTINUA DA G6PDH REALIZADA EM UMA MICROCOLUNA COM

CAMPANULAS PULSADAS.
Tempo - Atividade recuperadana  Atividade recuperada na fase Atividade
{min) fase aquosa (%) aquosa apos reextracio (%) Total (%)
10 62,8 11,5 74,3
30 65,3 4.3 69.6
60 71,5 6,5 78.0

Condicdes de extracdo: pH 4,0; Concentracio de CTAB 0.4 M; 20 % de butanol e Temperatura de 26 °C.

TABELA 12 - BALANCO DE ATIVIDADE NO PROCESSO DE EXTRACAO

CONTINUA DE G6PDH REALIZADA EM UMA MICROCOLUNA COM

CAMPANULAS PULSADAS.
Tempo Atividade recuperada  Atividade na fase aquosa Atividade
{min) na fase aquosa (%) apos reextracio (%) Total (%)
10 497 10,6 60,3
30 393 8.9 48.1
60 27,2 5.8 33.0

Condicbes de extraciio: pH 4,0; Concentragio de CTAR 0.4 M: 20 % de butanol e Temperatura de 26 °C.

74



RESULTADOS E DISCUSSOES

TABELA 13 - BALANCO DE ATIVIDADE NO PROCESSO DE EXTRACAO

CONTINUA DE G6PDH REALIZADA EM UMA MICROCOLUNA COM

CAMPANULAS PULSADAS.
Tempo Atividade recuperada na  Atividade recuperada na Atividade
(min) fase aquosa (%) fase aquosa apos Total (%)
reextragio (%)
10 83,4 n.d. 834
30 71,7 3,0 74,7
60 78,1 4,4 82,5

éondig:iies de extracio: pH 4,0; Concentragio de CTAR 0.4 M; 20 % de butanol ¢ Temperatura de 26 °C.

Como ndo foi possivel obter bons resultados com as condi¢des Gtimas obtidas
em batelada, oplou-se por realizar novos ensaios variando a condutividade da fase
aquosa.

Observando isoladamente os resultados obtidos nos trés ensaios em funcdo do
balango de atividade, apresentados nas TABELAS 14; 15 e 16, constata-se gue os
resultados foram diminuindo com a redugdo da condutividade. Este fato pode ser
explicado pela diluigdo, pois para diminuir a condutividade foi preciso fazer uma

diluigdo do caldo enzimdtico e esta foi feita em agua.
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TABELA 14 - BALANCO DE ATIVIDADE NO PROCESSO DE EXTRACAO

CONTINUA DA G6PDH REALIZADA EM UMA MICROCOLUNA COM

CAMPANULAS PULSADAS.
Tempo Atividade recuperada na  Atividade recuperada na Atividade
(min) fase aquosa (%) fase aquosa apds Total (%)
reextracio (%)
10 98,5 1,9 100,4
30 84,9 7.4 92.3
60 104,3 6,1 1104

Condicies de extracio: pH 4,0; Concentragdo de CTAB 0,4 M; 20 % de butanol e Temperatura de 26 °C.

TABELA 15 - BALANCO DE ATIVIDADE NO PROCESSO DE EXTRACAO

CONTINUA DA G6PDH REALIZADA EM UMA MICROCOLUNA COM

CAMPANULAS PULSADAS.
Tempo Atividade recuperada na  Atividade recuperada na Atividade
{min) fase aquosa (%) fase aquosa apés Total (%)
reextracdo (%)
10 86.4 8.2 96,6
30 78.6 15,1 93,7
60 75,2 10,7 85,9

Condigdes de extragie: pH 4,0; Concentragiio de CTAB 0,4 M; 20 % de butanol e Temperatura de 26 °C.
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TABELA 16 - BALANCO DE ATIVIDADE NO PROCESSC DE EXTRACAO

CONTINUA DE G6PDH REALIZADA EM UMA MICROCOLUNA COM

CAMPANULAS PULSADAS.
Tempo Atividade recuperada na  Atividade recuperada na Atividade
(min) fase aquosa (%) fase aquosa apds Total (%)
reextracdo (%)
10 39.0 6.5 55
30 39,9 16,2 56.1
60 31,3 19,2 50,3

Condigdes de extragio: pH 4,0; Concentragio de CTAB 0,4 M: 20 % de butanol e Temperatura de 26 °C,

5.3.1 - Extraciio da G6PDH por Micela Reversa em Processo Continuo utilizando o

Agente Tensoative Anibnico AOT

Nesta fase do trabalho foram também realizados ensaios com o agente tensoativo
anidnico AOT. Entretanto, nesses ensaios, nio foi possivel determinar a recuperacio em
atividade na fase reextraida. Pode ter acontecido que a enzima ndo seja mesmo extraida,
ou ainda que tenha ocorrido a desnaturacio.

Como os resultados obtidos com o AOT foram baixos e no Processo continuo

nao houve recuperagio, optou-se por néo realizar mais ensaios com este tensoativo.

5.4 - Oftimizacio da Espzima G6PDH por Micela Reversa Utilizando uma

Microcoluna com Campénulas Pulsadas ¢ a Enzima Pura

Foram selecionadas duas varidveis para estudo de seus efeitos sobre o

rendimento em atividade da enzima, a condutividade da fase aquosa ¢ a razdo entre as
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fases aquosa/organica. Os resultados dos experimentos obtidos deste plangjamento s3o

apresentados na TABELA 17.

TABELA 17 - ESQUEMA DA MATRIZ UTILIZADA NO PLANEJAMENTO

FATORIAL COMPLETO 2° COM 02 ENSAIOS NO PONTO CENTRAL.

Fatores
Ensaios A B Rendimento em
atividade (%)
- " : - BT
2 1 -1 1392
3 -1 1 72,8
4 1 1 88,7
5 0 0 110,2
6 0 0 107.3

A = Condutividade (mS/cm) (-1 =7.5; 0=8,75; 1 = 10,0)
B = Razfo entre as Fases Aquosa/Organica (-1 =0,6; 0= 0,8; 1 = 1,0)

Ao analisar os resultados apresentados na TABELA 17, observa-se gue o melhor
resultado de recuperagdo em atividade foi de, aproximadamente, 140,1 %, obtido
quando se trabalhou nos menores niveis, ou seja, na condutividade da fase aguosa 7,5
mS/em e razdo entre as fases de 0.6. Observa-se também que, quando passamos do
menor nivel (-1) para o maior nivel (1), temos uma redugfio de aproximadamente 50%
na recuperacdo em atividade, indicando que para se ter bons resultados ¢ preciso
trabalhar com razio entre as fases menores que 1.

A anélise estatistica dos resultados desse ensaio mostrou que as duas variaveis
condutividade da fase aquosa e razdo entre as fases apresentam efeitos significativos
(TABELA 18). Pelo resultado do teste t de "Student” pode-se observar que essas

varidveis apresentam valores de t superiores ao tabelado (4,303). O sinal negativo que
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aparece no efeito da varidvel razdo entre as fases indica que para aumentar a
recuperagdo em atividade € preciso reduzir o nivel deste fator, comprovando o que ja

teria sido observado anteriormente.

TABELA 18 - EFEITOS ESTIMADOS, VALORES DO TESTE t DE
"STUDENT" E ERROS-PADRAO OBTIDOS NO PLANEJAMENTO

FATORIAL COMPLETO 2? COM 02 ENSAIOS NO PONTO CENTRAL.

Efeitos e interacdes Estimativas Erros-Padrio t
Meédia 110,167 +/~ 0,527 -
A 7,500 +- 0,129 58,095%
B -58.,900 +/- 0,129 -456,237*
AB 8,400 +/- 0,129 65,006*

A = Condutividade {mS/cm); B = Razdo entre as Fases Aquosa/Orgénica
* Significativos (ty, g 95) = 4,303

Tendo em vista a significAncia dessas varidveis, procedeu-se uma andlise da
varidncia para verificar se os dados experimentais ajustam-se a um modelo linear. Por
meio dessa analise, comprovam-se os resultados do teste t e obtém-se uma correlacio de
0,999, podendo com este valor afirmar que os dados observados se ajustam ao modelo,
no caso um modelo linear. Os resultados estatisticos desse estudo se encontram nas

TABELAS 19 ¢ 20.
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TABELA 19 - ANALISE DE VARIANCIA PARA O ESTUDO DA
RECUPERACAO DE G6PDH NO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO

2* COM 02 ENSATOS NO PONTO CENTRAL.

Efeitos oM F P
A 56,230 3375,000 0,0003*
B 3469,210 20815,600 0,0000*
AB 70,560 4233,600 0,0002*
R*= 0,999 QM — Média Quadratica *Significativos ao nivel de 95% de confianga

TABELA 20 - COEFICIENTE DE REGRESSAO, ERROS-PADRAO, TESTE t
DE "STUDENT" E NIVEL DE SIGNIFICANCIA PARA O MODELO QUE
REPRESENTA O PROCESSO CONTINUO DE EXTRACAO LiQUIDO -
LIQUIDO DE G6PDH POR MICELA REVERSA, UTILIZANDO UM

PLANEJAMENTO FATORIAL 2° COM FACE CENTRADA.

Fatores Coeficiente Erros-Padrie t p
Média 110,167 +/- 0,053 2090,266* 0,0000%*
A 3,750 +/- 0,065 58,095% 0,0003**
B -29,450 +/- 0,065 -456,237% 0,0000%*
AB 4,200 +- 0,065 65,066% 0,0002**
* Significativos (1) 505 = 12,706) ** Significativos ao nivel de 95% de
confianca

Como o resultado encontrado para a recuperagdo foi superior a 100% e o modelo
¢ bem representado por um modelo linear, entdo podemos representar o processo

considerando os termos que influenciam a extragio, pela EQUACAO 09:
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Y=110,17+3,75A-2945B +4,2 AB EQUACAO 09

Onde: Y: Rendimento em atividade da G6PDH;
A: Condutividade da fase aquosa;

B: Razfo entre as fases.

Dessa forma, obtiveram-se melhores resultados de recuperagio quando se
utilizou os valores de condutividade da fase aquosa de 7,5 mS/cm e razfo entre as fases
de 0,6. Nessas condicbes, o rendimento maximo estimado pelo modelo foi de 147,57%.
Os altos valores de rendimento em atividade obtidos na extragio podem indicar que as
condigBes operacionais estdo muito proximas ao equilibrio e que podemos considerar,
com isso, a operacéo da coluna como sendo um tnico estagio de extraggio.

As curvas de nivel e a superficie de resposta do modelo estio apresentadas na
FIGURA 19. E possivel observar que, na superficie de resposta, o rendimento méximo

obtido para este modelo € de 142%.
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FIGURA 19 - SUPERFICIE DE RESPOSTA E CURVAS DE NiVEL DESCRITA
PELO MODELO DA EQUACAO 09, QUE REPRESENTA A EXTRACAO DE

G6PDH POR MICELA REVERSA UTILIZANDO UMA MICROCOLUNA COM
CAMPANULAS PULSADAS E A ENZIMA PURA.

5.5 - Estudos Experimentais da Extracdo de G6PDH por Micela Reversa em
Processo Continuo

O estudo da extraco da G6PDH foi realizado a fim de analisar o
comportamento da extracio liquido - liguido durante o tempo de operagic da

microcoluna.

O uso de microcolunas com campénulas pulsadas foi estudado por RABELO

(1999) e Moro (1999) para a extracdo de citocromo b5 e tripsina, respectivamente,
sendo que Rabelo (1999) utilizou o sistema de duas fases aquosas ¢ Moro {1999} o
sistema de micelas reversas. Contudo, a utilizagio da G6PDH com este tipo de

equipamento ndo foi ainda descrito na literatura, o que motivou as investigagOes no
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sentido de caracterizar hidrodinamicamente este sistema neste tipo de microcoluna e
avaliar o processo de extragio continuo de enzimas.

A transferéncia da enzima G6PDH do extrato enzimético para a fase micelar foi
estudada analisando-se o efeito da condutividade da fase aquosa, freqiiéncia de pulsacio
das campanulas e razdo entre as fases aguosa/orginica no rendimento em atividade.
Estes pardmetros constituem fatores determinantes para a transferéncia da enzima e
desempenho do equipamento para possivel utilizagio em larga escala. Os ensaios foram
realizados nas seguintes condigdes: pH 4,0; concentragio de CTAB 0.4 M: 20 % de
butanol e temperatura de 26 °C.

Os dados apresentados nas TABELAS 21 (A) e (B): 22 (A) e (B); 23 (A) e Be
24 (A) e (B) demonstram que o rendimento em atividade é superior a 100% em todos os
ensaios estudados, e isso pode ser explicado pelo aumento da atividade enzimatica que,
muitas vezes pode ocorrer, pois as micelas reversas podem retirar algum tipo de inibidor
da fase aquosa levando para o interior micelar, fazendo entdo que ocorra um aumento da
atividade na fase externa. Resultados similares foram obtidos por Rodrigues (1997).
Além disso, estes valores podem indicar que as condicdes operacionais estio muito
proximas ao equilibrio e que, com isso, podemos considerar a operaco da coluna como
sendo um estdgio tinico de extragio.

Pode-se também observar que, em relagiio ao tempo, o rendimento em atividade
na fase aquosa apresenta uma queda entre 20 ¢ 30 minutos e com o passar do tempo
mantém-se aproximadamente constante. Em relacio a fase aquosa, depois da reextragio,
¢ possivel notar que a recuperagéio fica constante ao longo do ensaio, alcangando um
maximo entre 40 e 50 minutos de operacdo. Entretanto, considerou-se interessante
observar o comportamento do sistema por um periodo de tempo maior para se verificar

a possibilidade de ocorrer a desnaturagio.
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Outro fator importante que pode ser observado € o efeito da condutividade da
fase aquosa sobre a recuperacdo em atividade, pois quando se trabalhou em valores
menores, constataram-se melhores resultados de recuperacdo, independente da razio
entre as fases ¢ da freqiiéncia de pulsacfio utilizada. Isso pode ser explicado pela forte
influéncia da forga i6nica sobre as micelas reversas, pois é conhecide que, guanto maior

a forga i0nica menor serd a micela reversa formada (Cabral, Aires-Barros, 1993).

TABELA 21 (A) - COMPORTAMENTO DA EXTRACAO DA G6PDH NA FASE
AQUOSA E FASE AQUOSA DEPOIS DA REEXTRACAO DURANTE O
TEMPO DE OPERACAG DA MICROCOLUNA. CONDICOES: FREQUENCIA
DE PULSACAO: 033 PULSO/SEG E RAZAO ENTRE AS FASES: 1.
CONDUTIVIDADE: 16 mS/cm.

Tempo de Fase Aquosa (%)  Fase Aquosa apés
Operagdo (min) Reextracio (%)
10 133 16
20 147 20
30 112 28
40 114 32
50 108 15
60 106 30
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TABELA 21 (B) - COMPORTAMENTO DA EXTRACAO DA G6PDH NA FASE
AQUOSA E FASE AQUOSA DEPOIS DA REEXTRACAO DURANTE O
TEMPO DE OPERACAO DA MICROCOLUNA. CONDICOES: FREQUENCIA
DE PULSACAO: 0,33 PULSO/SEG E RAZAO ENTRE AS FASES: 1.
CONDUTIVIDADE: 15 mS/cm.

Tempo de Fase Aquosa (%)  Fase Aquosa apos
Operacio (min) Reextracio (%)
10 155 0
20 144 9
30 135 5
40 147 3
50 113 4
60 142 6

TABELA 22 (A) - COMPORTAMENTO DA EXTRACAO DA G6PDH NA FASE
AQUOSA E FASE AQUOSA DEPOIS DA REEXTRACAO DURANTE O
TEMPO DE OPERACAO DA MICROCOLUNA. CONDICOES: FREQUENCIA
DE PULSACAO: 0,13 PULSO/SEG E RAZAQ ENTRE AS FASES: 2.
CONDUTIVIDADE: 10 mS/cm.

Tempeo de Fase Aquosa (%) Fase Aquosa apés
Operacio (min) Reextracio (%)
0 130 15
20 130 19
30 94 i8
40 126 22
50 108 15

60 92 25
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TABELA 22 (B) - COMPORTAMENTO DA EXTRACAO DA G6PDH NA FASE
AQUOSA E FASE AQUOSA DEPOIS DA REEXTRACAO DURANTE O
TEMPO DE OPERACAO DA MICROCOLUNA. CONDICOES: FREQUENCIA
DE PULSACAO: 0,13 PULSO/SEG E RAZAO ENTRE AS FASES: 2.
CONDUTIVIDADE: 15 mS/cm.

Tempo de Fase Aquosa (%)  Fase Aquosa apés
Operacio (min) Reextracio (%)
10 138 5
20 130 7
30 122 6
40 120 6
50 105 10
60 110 4

TABELA 23 (A) - COMPORTAMENTO DA EXTRACAO DA G6PDH NA FASE
AQUOSA E FASE AQUOSA DEPOIS DA REEXTRACAO DURANTE O
TEMPO DE OPERACAO DA MICROCOLUNA. CONDICOES:
CONDUTIVIDADE: 12,5 mS/cm E FREQUENCIA DE PULSACAQ: 033
PULSO/SEG. RAZAO ENTRE AS FASES: 0,5.

Tempo de Fase Aquosa (%)  Fase Aquosa apés
Operacéo (min) Reextracao (%)

10 135 0

20 1125 0

30 115 10

40 110 0

50 160 8

60 95 11
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TABELA 23 (B) - COMPORTAMENTO DA EXTRACAO DA G6PDH NA FASE
AQUOSA E FASE AQUOSA DEPOIS DA REEXTRACAO DURANTE O
TEMPO DE OPERACAO DA MICROCOLUNA. CONDICOES:
CONDUTIVIDADE: 12,5 mS/em E FREQUENCIA DE PULSACAO: 033
PULSO/SEG. RAZAO ENTRE AS FASES: 1,5.

Tempo de Fase Aquosa (%)  Fase Aquosa apds
Operaciio (min) Reextracdio (%)
10 115 5
20 100 7
30 103 6
40 92 3
50 97 3
60 80 3

TABELA 24 (A) - COMPORTAMENTO DA EXTRACAO DA G6PDH NA FASE
AQUOSA E FASE AQUOSA DEPOIS DA REEXTRACAO DURANTE O
TEMPO DE OPERACAO DA MICROCOLUNA. CONDICOES:
CONDUTIVIDADE: 16 mS/em E FREQUENCIA DE PULSACAO: 05
PULSO/SEG. RAZAO ENTRE AS FASES: 0,5.

Tempo de Fase Aquosa (%)  Fase Aquosa apés
Operacio (min) Reextracio (%)
10 98 25
20 110 39
30 105 46
40 103 30
50 90 44

60 94 42
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TABELA 24 (B) - COMPORTAMENTO DA EXTRACAO DA G6PDH NA FASE
AQUOSA E FASE AQUOSA DEPOIS DA REEXTRACAO DURANTE O
TEMPO DE OPERACAO DA MICROCOLUNA. CONDICOES:
CONDUTIVIDADE: 10 mS/em E FREQUENCIA DE PULSACAO: 05
PULSO/SEG. RAZAO ENTRE AS FASES: 1,5.

Tempo de Fase Aquosa (%)  Fase Aquosa apoés
Operacio (min) Reextracio (%)
16 127 2
20 112 0
30 117 8
40 110 0
50 100 8

60 97 10

88



CONCLUSOES

6 ~ CONCLUSOES

No presente estudo foi proposto a utilizacio de uma microcoluna com
campénulas pulsadas para a extracio liguido - liquido da glicose-6-fosfato
desidrogenase utilizando micela reversa.

Com base nos resultados experimentais obtidos, dentro da faixa de operagio

trabalhada, podemos concluir que:

e Com a utilizagio do sistema AOT em isooctano, as extragbes de G6PDH
apresentaram baixos valores de rendimento em atividade total recuperada;

¢ O maximo rendimento em atividade da G6PDH, com a utilizacdo do tensoativo
CTAB foi de 14,04 %;

* Nio houve reprodutibilidade dos resultados em batelada no Pprocesso continuo;

* A utilizagio da microcoluna com campanulas pulsadas resultou em altos valores
de rendimento em atividade.

e O maximo rendimento em atividade da G6PDH, usando o extrato enzimatico
bruto na microcoluna de campanulas pulsadas, foi de 46 %, obtida nas condicdes:
condutividade na fase aquosa de 7 mS/cm e razdo entre as fases aquosa/orginica
de 0.6.

® A metodologia estatistica empregada no trabatho foi de extrema importancia,
pois determinou quais as varidveis significativas no processo de exfracdo ¢ suas
interagdes, além de determinar os modelos matematicos que representam o
processo de extragdo liquido - liguido de G6PDH por micela reversa numa
microcoluna de campénulas pulsadas nas condicdes otimizadas.

» Aplicando-se as methores condigdes previstas pelo modelo, pode-se sugerir que

as dimensdes das micelas reversas foram suficientes para acomodar a enzima.
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7 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar outros tensoativos substitutos para os tensoativos anidnicos — AOT ¢
catidnicos — CTAB:

e Realizar experimentos utilizando o tensoative zwiteridnico — Lecitina de Soja;

e Avaliar novas varidveis operacionais e geométricas de modo a expandir o

conhecimento do extrator;
» Desenvolver correlagdes para a predi¢io do comportamento do sistema;
e Analisar economicamente o custo do processo e estudar a reciclagem dos produtos

formadores das fases inferior e superior utilizadas na microcoluna.
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