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RESUMO

Sistemas de duas fases aquosas constituidos por Polietileno Glicol e
Sais de fosfatos, com diferentes massas moleculares do polimero, em diferentes
comprimentos de “tie lines” a pH 7,0, foram empregados para caracterizagio
hidrodinamica destes sistemas em coluna de discos perfurados rotativos
(PRDC), utilizando a albumina de soro bovino como proteina modelo.

O desempenho deste tipo de equipamento foi caracterizado a partir de
analise dos estudos da Fracdo Retida da Fase Dispersa ( “hold up™ ), do
Coeficiente de Transferéncia de Massa (Kda) e da Eficiéncia de Separacio
(Eficiéncia de Murphree). Os estudos de transferéncia de massa e eficiéncia de
separac¢ao foram baseados na particdo da albumina sérica bovina por meio de
extracdo em coluna PRDC operada de modo contracorrente e continuo, durante
70 minutos de operacgao, onde a fase dispersa foi constituida pela fase rica em
PEG (leve) e a fase continua a fase rica em sal (pesada). Foram realizadas
variagdes da velocidade de rotagao, velocidade da fase dispersa e composigao
dos sistemas e avaliado o comportamento do fracdo retida da fase dispersa,
coeficiente de transferéncia de massa e da eficiéncia de separagao.

Os resultados obtidos demonstraram que o melhor valor de coeficiente de
transferéncia de massa foi obtido com a velocidade de rotagéo de 140rpm , e
que a eficiéncia de separacio é praticamente independente da velocidade de
rotagdo. Os maiores valores da fracéo retida da fase dispersa , coeficiente de
transferéncia de massa e eficiéncia de separagdo foram obtidos com a
velocidade da fase dispersa de 3,0 mi/min, e que os mesmos diminuem a
medida que aumenta a composi¢ao dos sistemas.

Foram também realizados estudos de extragdo continua a partir dos
extratos impuros da proteina citocromo b5, e das enzimas protease e ascorbato
oxidase, utilizando as condi¢bes 6timas obtidas a partir de suas extragbes em
descontinuo. Os resullados demonstraram uma exiragdo em proteina total de
38,5%.,44% e 48% para a protease, citocromo b5 e ascorbato oxidase,
respectivamente. A aplicacdo deste tipo de equipamento permitiu fator de
purificacdo para citocromo b5 de 2, prolease de 4 e 22 para ascorbato oxidase .
A recuperacgao em atividade para protease, ascorbato oxidase e citocromo b5
foi 100%, 112% e 78%, respectivamente.

Os valores obtidos a partir da utilizagdo de sistemas de duas fases
aquosas em coluna de discos perfurados rotativos, comprovam a possivel
utilizacao deste tipo de equipamento em escala industrial.
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ABSTRACT

Aqueous two-phase systems constituted by polyethylene glycol and
phosphate saits with different polymers molecular mass and tieline lenghts (pH
7.0) were used for hydrodynamic characterization of these systems in a
continuous perforated rotating disc contactor (PRDC) usind bovine serum
albumin as the standard protein.

The performance of this kind of equipment was investigated from the
analyses of the fractional dispersed phase hold up studies, partition coefficient,
mass transfer (Kda) and separation efficiency (Murphree efficiency). The studies
of mass transfer and separation efficiency were based in the bovine serum
albumin partition throughout the extraction in a contactor (PRDC) operated in
countercurrent and in a continuous mode during 70 minutes of operation, where
the dispersed phase was constituted by the PEG rich phase (light phase) and
the continuous phase by the salts ( heavy phase). Variations in the rotation
velocity, dispersed phase velocity and systems compositions were investigated
and the hod up of the dispersed phase behaviour. mass transfer coefficient and
separation efficiency were evaluated.

The results obtained showed that the best mass transfer coefficient value
was achieved with a rotation velocity of 140 rpm and the separation efficiency
was practically independent on the rotation velocity. The highest values of the
fractional dispersed phase hold up, mass transfer and coefficient separation
coefficient were obtained with the velocity of 3.0 mi/min, and they decreased
when the composition systems increased.

Continuous extraction studies were alsc performed from the impure
extracts of the protein cytocrhome bs and the enzymes protease and ascorbic
oxidoreductase, utilizing the optimal conditions obtained from the discontinuous
extraction of these. The results demonstrated a total protein extraction of
38.5%, 44% and 48% for protease, cytocrhome bs and ascorbic oxidoreductase,
respectively. The application of this kind of equipment permitted a purification
factor of 2 for cytocrhome bs. , 4 for protease and 22 for ascorbic
oxidoreductase. The activity recovery for protease, ascorbic oxidoreductase and
cytocrhome bs was 100%, 112% and 78%, respectively.

The values obtained from the utilization of agueous two-phase systems in
a continuous perforated rotating disc contactor confirm a possible utilization of
this kind of equipment in industrial scale.
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1.0- INTRODUGAO

A extragdo liquido-liquido € um processo bem estabelecido na industria
quimica, incluindo vérias aplicacbes na induastria bioquimica tradicional, como por
exemplo, a de antibidticos, sendo largamente utilizada para substancias labeis, uma
vez que muitas técnicas de separacdo solido-liquido usadas nos processos industriais
bioquimicos, tais como filtragdo e centrifugagdo, sdo fortemente dependentes do
tamanho da particula e séo limitadas quando se trata de processamento de células
bacterianas ou de residuos celulares. A extragdo liquido-liquido com solventes
organicos tem apresentado aplicagdo limitada no processamento de bioprodutos
sensiveis como protefhas e acidos nucléicos devido as suas baixas solubilidades no
solvente organico e pelo efeito desnaturante deste uitimo ( Cabral et al.,1993).

O impulso das pesquisas e no desenvolvimento na area de bioseparagdo tém
sido limitado pela dificuldade e complexidade do processo de “downstream” de
produtos farmacéuticos e biologicos. Cerca de 50 a 90% do custo de produgéo para
um produto biologico reside na estratégia de purificag@o, havendo necessidade de uma
técnica de bioseparagdo em larga escala que seja eficiente e econdmica e que atinja
altos graus de recuperagio e pureza, mantendo a atividade bioldgica da molécula.
Uma promissora técnica de extrac&o e purificagdo, que enguadra-se nestes critérios
envolve a particdo de biomoléculas entre duas ou mais fases imisciveis nos sistemas
aquosos (Diamond ef al., 1992).

A extrag&o liquido-liguido utilizando sistemas de duas fases aquosas tem sido

um topico de grande interesse nestes Gltimos anos, os sitemas PEG-Dextran/Agua e
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PEG/Sal/Agua tém sido os mais frequentemente investigados e utilizados para
purificagéc de biomoléculas (Diamond et al., 1892).

Sistemas aquosos de duas fases sdo exiremamente potentes para separagéo e
anélise de particulas bioldgicas. Nas ultimas trés décadas, muitos pesquisadores tém
aplicado estes sistemas para separag@o em escala laboratorial de proteinas, células,
organelas celulares, virus, fragmentos de membrana celular e outros materiais
bioidgicos.

Uma preocupacéo maior vem sendo dada a ampliagéo deste tipo de exiragdo em
escala laboratorial para larga escala (Husted et al, 1985a; Papamichael et al,
1992).

O interessante do emprego dos sistemas de duas fases aquosas na extragao
liquido-liquido reside na disponibilidade de equipamentos j& desenvolvidos, cujo
desempenho é, ao menos em parte conhecido. No entanto, o projeto destes
equipamentos tem por base estudos realizados em sistemas quimicos tradicionais,
enquanto as pesquisas voltadas aos sistemas de interesse atuais se concentram na
escolha de solventes, na determinagdo do equilibrio de fases e dos coeficientes de
particg0, evidenciando a necessidade do estudo operacional e de transferéncia de
massa para esta operagao unitaria aplicada as bioseparacfes { Coimbra, 1995).

Estudos preliminares com sistemas de duas fases aguosas com colunas tipo
spray , York-Scheibe! {Sawant et al., 1990; Raghav Rao ef al, 1991; Jafarabad et al,,
1992 a e b; Pawar ef al., 1997) de maneira semi-continua , @ contactor Graesser {Dos

Reis Coimbra et al., 1984) de modo continuo, ja foram realizados.



Porto, A.L.F. Introduclio 3

Nestes estudos observou-se uma tensdo interfacial em torno de 1 a 3 ordens de
grandeza abaixo daquela encontrada em sistemas organicos convencionais em quanto
a viscosidade entre as fases & elevada, principalmente para sistemas contendo
biomassa (Kula ,1990). Apesar destes parametros encontrados, varios s&o os estudos
realizados sobre aplicabilidade dos sistemas de duas fases aquosos para purificagao
continua de proteinas, como demonstrado por Hustdet et al., 1987 usando diferentes
sistemas extracao.

O uso de processos de purificagdo de proteinas conduzido de modo continuo e
em contra corrente, usando equipamentos da classica extragdo liquido-liquido, conduz
a reducao dos custos fixos e variaveis, bem como possibilita a automagéo do processo,
e a reciclagem continua dos produtos quimicos, diminuindo o tempo de processamento
e minimizando o espago fisico ocupado, ja que as unidades ndo sdo volumosas { Kula,
18990, Greve ef al., 1991b).

Entre os equipamentos que operam em coniracorrente e de modo continuo,
colunas de discos perfurados rotativos (PRDC), tornam-se um alternativa muito atrativa
gquando comparada com outros equipamentos convencionais de extragdo liguido-
liquido, uma vez que nao existe nada na literatura referente a extragdo com sistemas
de duas fases aquosas com este tipo de equipamento.

No presente trabalho, utifizaremos uma coluna de discos perfurados rotativos
para a extracdo e purificag&o de proteinas a partir de seus extratos brutos, estudos
estes ainda sem referéncia na literatura.

A avaliagdo do desempenho operacional deste equipamento foi realizada com

base na sua caracterizagdo hidrodinamica através do estudo da influéncia da
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velocidade de rotago , velocidade da fase dispersa e vazao total de alimentagao sob a
fragdo retida da fase dispersa, o coeficiente de transferéncia de massa e a eficiéncia
de separagdo, utilizando como proteina “modelo” a albumina sérica bovina em
sistemas bifasicos aquosos PEG-Sais de fosfatos.

Ainda foram realizados estudos de exitragdo descontinua da protease e
ascorbato oxidase obtidas a partir de Streptomyces clavuligerus e Curcubita
maxima respectivamente, de modo a selecionar os melhores sistemas de extragao
destas enzimas juntamente com o sistema ja citado na literatura para o citocromo bS e
utiliza-los na extragdo continua com colunas de discos perfurados rotativos.

Finalmente, procurou-se comparar os dados obtidos de rendimento em proteina
total, em recuperacdo da atividade e do fator de purificagdo para os dois modos de

extragdo (descontinua e continua).
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2.0- REVISAO DA LITERATURA

A extracdo liquido-liquido € um processo de separagdo de componentes em
solug@o pela sua distribuicdo entre duas fases liquidas imisciveis: uma solugao
alimentadora (soluto mais solvente alimentador, normaimente a agua) e solvente
extrator. A operacdo de extragdo liquido-tiquido consiste dos sequintes passos:

a) contato entre o solvente extrator e a solugdo alimentadora contendo o
componente (ou componerites) a ser extraido de modo que o soluto sera
transferido da solugdo alimentadora para o solvente extrator,

b) separagdo de duas fases imisciveis com recuperagao do solvente .

A fase contendo o solvente extrator que abandona o extrator liquido-liquido €
chamada de fase extrato e a fase liquida que apéds ter tido contato com o solvente
extrator deixa o extrator & a fase rafinado ( Kennedy e Cabral, 1993).

A extragdo liquido-liquido € uma operagdo unitaria que apresenta muitas
vantagens, tornando-a bastante atrativa como processo de separagdo. O seu “scale
up® €& relativamente facii e normalmente ndo envolve complicados e caros
equipamentos, ja apresentando uma grande experiéncia por parte das indistrias
quimicas na aplicagdo desta tecnologia de separagdo ( Matiassonn et al., 1987).

Quando se trata de moléculas biolégicas, parametros tais como solubilidade e
estabilidade estdo muito combinados com 0 meio de extracdo normalmente aplicados
nas industrias. Varios sdo os critérios usados para selecdo de um meio de extragdo
para aplicagbes biotecnoldgicas, dentre eles podemos citar:

» ndo ser tdxico para o sistema bioldgico;
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e ser facil a separagdo do produto a partir do meio extrator;

¢ ser barato e disponivel em grande quantidade;

» ser possivel esterilizar,

¢ ser imiscivel em solugdo de agua;

¢ N30 possuir capacidade de formar emuisdes estaveis com material bioldgico;

» n3o ser inflamavel;

o nao ser toxico para o homem .

Quando se opera com macromoléculas bioldgicas ou células, um ndmero
limitado de solventes apropriados estdo disponiveis, € com a introdugdo de sistemas
bifasicos aquosos, esta lacuna foi preenchida substancialmente , uma vez que este
tipo de sistema enquadra-se nos critérios requeridos para 0S8 pProcessos

biotecnolégicos de separacio (Matiasson ef al.(1887).

2.1- Sistemas bifésicos aquosos

A extragso liquido-liguide utilizando sistemas de duas fases aquosas tem sido
um tépico de grande interesse nestes Ultimos anos, e foi primeiramente descrito na
literatura por Beijerinck (1896), quando ele descobriu que gelatina , agar e agua
quando eram misturados a certas concentragbes formava um sistema de duas fases,
sendo a fase superior rica em gelatina e a fase inferior rica em agar. Posteriormente,
nos anos 50, Per-Aka Albertsson descobriu que o. polietileno glicol (PEG), fosfatos de
potassio e 4gua, e assim como PEG, dextran e dgua formavam sistema de duas fases.

Os sistemas PEG-Dextran-Agua e PEG-Sal-Agua tém sido, desde entdo, os mais
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frequentemente investigados e utilizados para purificagdo de um grande numerc de
biomoléculas (Diamond ef al.,1992).

Foi Albertsson que reconheceu a possivel utilizagdo destes sistemas como
método de separagdo aplicado a biomacromoléculas, particulas celulares e células
intactas sob condigdes gue preservassem a sua atividade bioldgica , estabelecendo um
grande numero de diagramas de fase de varios sistemas de duas fases aguosas,
descrevendo também as suas propriedades fisico-quimicas basicas (Alberisson, 1986).

Os sistemas de duas fases aquosas sdo geralmente formados por uma solugéo
aguosa de dois polimeros hidrofilos ou de um polimero e de determinados sais. Acima
da concentragdo critica destes componentes ocorre espontaneamente a separagéo de
fases, predominando um ou outro componente em cada uma das fases resultantes. A
Tabela 2.1 estd apresentado exemplos de pares de componentes utilizados na
preparagdo de sistemas de duas fases aquosas para aplicagdes biotecnolégicas

(Sebastido et al., 1996).

2.2- Caracteristicas dos sistemas bifasicos aquosos

Os sistemas bifasicos aquosos apresentam uma caracteristica bem particular de
apresentarem em sua composi¢io cerca de 85-99% do seu conteddo em agua, o que
permite a particdo de biomoléculas e de particulas celulares em condigbes néo

desnaturantes.
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Tabela 2.1- Exemplos de sistemas de duas fases aquosas, adaptado de Sebastido et

al.,1996.

Componente1 e omponentez

Polietilenc glicol Dextrano
Hidroxipropilamido
(AquaphasePPT*,Reppal*
PES, preparagdes utilizadas
nas industrias do papel,
alimentar e téxtil)

Polietileno glicol

Polietiteno glicol Fosfato de potassio

Polietileno glicol Sulfato de potassio

Polietilena glicol Sulfato de magnesio

Polietileno glicol Sulfato de aménio

Ficol Dextranc

Alcool polivinilico Co-polimeros acrilicos

Co-polimeros nio idnicos de Dextrano/hidroxipropilamido
oxido de etileno e dxido de
propiteno

Detergentes nio idnicos -
baseados no polioxietileno
( Triton X, Triton N, tween

T
~ Albertsson,1986
Tiemeld et al.,1986

Buitelaar ef al.,1882
Venancio ef al., 1983

Albertsson, 1986
Albertsson, 1986
Eitman e Gainer, 1990
Yang et al.,1895
Albertsson, 1986
Hughes e Lowe, 1988
Alred et a/.,1994
Modlin et al.,1994

Sachez-Ferrer ef al,,1994a.b

*S30 designacbes do hidroxipropilamido comerciais
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A tenséao interfacial entre as fases & muito pequena, algumas ordens de grandeza
inferiores as correspondentes dos sistemas aquoso-organico e organico-organico,
sendo no entanto mais elevada em sistemas PEG-Sal do que em sistemas PEG-
Dextran (Kula, 1985).

Esta baixa tensao interfacial minimiza também a desnaturagdo de biomoleculas que
condensam na interface, preservando a sua atividade bioldgica, permitindo que o
equilibrio seja atingido mais rapidamente, embora que penalizando os tempos de
separacgéo de fases (Diamond ef al.,1992).

Com relagdo a densidade nos sistemas bifdsicos aquosos, devido ao elevado
conteudo de agua, a densidade das fases € aproximadamente igual a 1 ( Albertsson,
1986). A diferenca de densidade entre as fases nestes sistemas & também pequena,
sendo maior para sistemas PEG-Fosfatos do que para sistemas PEG-Dextran (Kula,
1985).

A viscosidade das fases esta diretamente relacionada com o aumento da massa
do polimero; geraimente, quanto maior for a2 massa molecular do polimero mais
elevada é viscosidade das duas fases em equilibrio (Albertsson,1986). Entretanto, o
aumento da viscosidade com a massa molecular do polimero pode ser minimizado pelo
fato de gue, quando se usam polimeros de alta massa molecular, sdo necessarios
concentragbes mais baixas destes polimeros para formagdo das fases. Uma outra
alternativa bastante interessante para anular este efeito da viscosidade do polimerc é a
substituicdo do polimero pelo sal, sendo esta uma das principais vantagens dos
sistemas PEG-Sal, uma vez que a viscosidade é um dos fatores determinantes na

viabilidade de uma aplicagéo a escala industrial (Sarmento , 1994).
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As propriedades fisicas dos sitemas bifasicos aquosos podem ser alteradas por
manipulacio de sua concentragdo e composigdo dos polimeros e sais. Deste modo, a
particdo de moléculas e de particulas bioloégicas podem ser exploradas para obtengdo
de separagbes que de outro modo seriam dificeis ou mesmo impossiveis de serem
realizadas (Venancio, 1896).

De acordo com Albertsson {1986) as principais vantagens dos sistemas bifasicos
aquesos s8o0.

e facilidade noc aumento de escalg;

» rapida transferéncia de massa;

+ equilibrio alcangado com recurso a baixa energias na forma de mistura

mecanica,

» enzimas estabilizadas pelos polimeros;

¢ possibilidade de operagdo em continuo;

+ possibilidade de separacgio rapida e seletiva;

» possibilidade de operagédo 3 temperatura ambiente;

» mais econdmico que outros processos de separagio.

2.3- Diagramas de fase

Para obter duas fases aquosas imisciveis a partir de uma solugdo de dois
polimeros ou de um polimero e de um sal é necessério que as concentragbes daqueles
componentes excedam determinados valores. Esses valores podem ser conhecidos

através do diagrama de fases do sistema em questao.
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A Figura 2.1 mostra o diagrama de fases correspondente ao sistema PEG 4000-
Fosfatos de potassio, a temperatura de 20°C e pH 7,0 (adaptado de Albertsson, 1986).
Uma solugdo homogénea € obtida guando as concentragdes de PEG e fosfatos se
encontram abaixo da linha curva denominada binodal. Este é o caso do sistema de
composigdo total H. Para concentragbes situadas acima da binodal (caso da mistura
com composigao global M) ocorre separacéo de fases ( Sebastido et al., 1996).

A composicao da fase de cima do sistema M é representada pelo ponto C e as
concentracgdes de PEG e sal no equilibrio referentes a fase debaixo do mesmo sistema
sdo dadas pelo ponto B do diagrama. A linha que une o ponto C ao ponto B passando
pelo ponto M chama-se “tie line” (Figura 2.1). Cada para de concentragbes de PEG e
sal pertencente a uma mesma “tie line” originara um sistema bifasico idéntico, diferindo
apenas na razéo de volumes entre as fases de cima e de baixo (Kula et al,1982). A
razao de volume de fases do sistema M pode ser obtida diretamente do diagrama de
fases através da razdo entre os segmentos de reta MB e MC ( Cabral et al,, 1992).

No ponto critico ,P, em que a adig80 de uma guantidade muito pequena de
agua transforma um sistema de duas fases aquosas numa solugdo homogénea, as
duas fases possuem teoricamente composigdes e volumes idénticos (Kula et al.,1982).

Num dado sistema, a composig&o que da origem a formagao de duas fases varia
com a massa molecular dos polimeros, com a temperatura e com 0s sais presentes.
Assim aumentandc a massa molecular de um dos polimeros a separacio de fases é
obtida com concentragdes de polimero mais baixas, isto &, a binodal sofre um
deslocamento no sentido da origem no diagrama de fases e as fases apresentam um

maior contetido em agua (Venancio, 1996).
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Nos sitemas bifasicos aquosos formados por dois polimeros, o aumento da
temperatura promove uma maior miscibilidade entre os polimeros constituintes do
sistema e, consequentemente, a binodal sofre um desiocamento, afastando-se da
origem do diagrama de fases. Estas regras, inicialmente estudadas para o sistema
dextran-polietilieno glicol, aplicam-se a outros sistemas bifasicos polimero-polimero
(Albertsson, 1986).

Em sistemas bifasicos aquosos constituidos por um polimero e um sal, o efeito
da temperatura € oposto. Com o seu aumento ocorre uma diminuigdo nas

concentracdes de polimero e sal necessarias a formagao de duas fases.
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Figura 2.1-Diagrama de fases do sistema PEG 4000-fosfatos de
potassio, a temperatura de 20°C e pH 7,0 (adaptado de
Albertsson,1886). Onde:

H- composicéo da solugdo homogénea; M- composigio giobal do
sistema bifasico; C- composigio da fase de cima; B- composigdo
da fase de baixo; P- ponto critico.
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2.4- Fatores que influenciam a partigdo de biomoléculas num sistema bifésico
aquoso

Ha vérios fatores os quais influenciam a partigdo de biomoléculas em sistemas
de duas fases aquosas. Estes fatores sdo inerentes ao préprio sistema ( por exemplo:
escolha dos componentes do sistema, massa molecutar do polimero, concentragdo do
polimero e de sais, tipo de ion presente, forga idnica e pH) e da proteina a sofrer
particdo (tais com: massa molecular, carga, hidrofobicidade e conformagao, presenca
de ligandos biocespecificos, quiralidade da molécula). A selegdo de propriedades dos
sistemas de fases apropriado para purificagdo de uma proteina especifica é ainda
muitc empirica, embora existam regras gerais com relagdo ao efeito das
caracteristicas do polimero e composigdo ibnica da proteina a sofrer partigéo
( Cascone et al., 1991).

Do ponto de vista das propriedades moleculares da proteina, o coeficiente de
particdo, K, definido como a razéo entre a concentracio de proteina na fase superior e
inferior, pode ser dividido em varios fatores, que déo a seguinte expressao:

In K= 1In Khigroe + 11 Ko + 1N K goesp + 1N Keonr + 1N Keamarno
onde: In Ko, N Kai, 1N K picesp . K bicesp, 1N Keonr, 1N Kiamanne denotam a contribuig@o para o
coeficiente de partigo total (K), da natureza hidrofobica, forga eletrostética,
bioespecifidade, conformacdo e tamanho da molécula, respectivamente. Estes
parametros podem ser manipulados a fim de atingir a particdo 6tima da proteina alvo.

A particdo de uma proteina em um sistema de duas fases tendo o PEG como

fase superior aumenta com a diminuigdo da massa molecular do PEG; este fato é tanto



Porto, AL F. Revisio da Literatura 14

mais pronunciado quanto maior for a massa molecular da molécula biologica a sofrer
particao (Albertsson et al.,1987).

A adicdo de sais, mesmo em concentragdes milimolares, influencia fortemente a
particio de materiais carregados eletricamente. Em sistemas PEG-Dextran, a adigao
de sal neutro como NaCl, diminui o coeficiente de particdo de proteinas carregadas
negativamente e aumenta a particdo de proteinas positivamente carregadas. A
magnitude deste efeito aumenta na ordem SO < F < CI' <I' e NH <Na’' <K . A
alteragdo do pH do sistema contendo sal poderd alterar a particio pela mudanga na
carga da proteina {(Johansson, 1885). Como a carga na maioria dos materiais biolégicos
€ dependente do pH, a escolha deste e de um sal pode constituir um modo efetivo de
ajuste da particéo.

O fato da paricéo depender de um numero grande de fatores distintos
confere consideravel versatilidade aos sistemas de duas fases aquosas na separagio
de misturas de componentes. Entretanto, a existéncia de tantas varidveis, na sua
grande maioria interdependentes , torna extremamente dificil a previsdo tedrica do
coeficiente de particdo de um dado soluto, obrigando por vezes a um trabalho

experimental exaustivo (Sebastido ef al.,1998).

2.5- Extragdo com sistemas bifasicos aquosos a escala laboratorial

Varios trabalhos t&ém sido publicados com dados de extragdo com sistemas
bifasicos aquosos & escala laboratorial, com a finalidade de selecionar as propriedades
destes sistemas, tais como: tipo de componentes do sistema, massa molecular do(s)

polimeros, comprimento da “tie line”, composicdc de sais, forga idnica e pH mais
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adequadas a extracdo e purificagdo de uma proteina ou enzima determinada. Muitos
destes trabalhos apresentaram resultados bastante satisfatorios.

Resultados obtidos com a taumatina (proteina com propriedades adogantes),
revelaram, em um Unico passo de extragdo com sistema bifasico PEG 6000-fosfato
contendo NaCl, a partir de extrato bruto livre de fragmentos de células, valores de
rendimento e fator de purificagdo de 90-85% e 20, respectivamente ( Cascone ef al.,
1991).

Um outro exemplo da potencialidade dos sistemas de duas fases aquosas no
processo de purificagdo de proteinas foi a separaGio parcial da a-amilase a partir do
sobrenadante de caldo fermentag&o de Bacillus subtilis (Schmidt et al.;1994). Duas
extracdes sucessivas em sistemas PEG-sulfato contendo NaCl  conduziram a

concentragao da enzima 53 vezes , 0 que corresponde a um grau de pureza de 86%.

2.6- Aplicacdes dos sistemas bifasicos aquosos em grande escala
A extracio bifasica aquosa apresenta varias vantagens sobre outros métodos de

separag@o e recuperagdo de enzimas e outras proteinas. De acordo com Walter e

Jonhansson (1986), as vantagens da aplicagdo destes sistemas & exiragdo de

proteinas sao:

e rapidez na separag;éo,. o equilibrio é bastante rapido (alguns segundos) e a
separagéo pode ser Iefetuada em alguns minufos pelo recursc de centrifugas
industriais;

» elevada capacidade dos sistemas bifasicos, quantidades até 150Kgm® ja foram

processadas;



Porto, A LF,

Reviséo da Literatura 16

o facilidade de aumento de escala.

O uso intensivo de sistemas PEG-sal em aplicacdo em larga escala constitui

uma aiternativa , técnica e econdmica, aos processos tradicionais de purificagdo de

moléculas com atividade biolégica. Exempios de purificagdo de proteinas em

grandes volumes (25 a 500!) de sistemas PEG-sal estdo apresentados na Tabela

22

Tabela 2.2- Exemplos de purificagdo de proteinas em larga escala por passos subsequente
de extrac@o obtidos do Departamento de Tecnologia Enzimatica do GBF- Braunschweig-

Alemanha, adaptado de Albertsson et af .. 1890.

Enzimas

Aspartase

Formato
desidroge-
nase

Fumarase

Penicilina
scilase

L-2-Hidroxi-
isocaprog-
to desidro-
nase

interferon

Organismos

£ cofi

Candida
boidinii

Brevibacterium
ammoniagenes

E . coli

Lactobaciflus
confusus

Fibroblastos
humano

Nimero
de passos Fator de
de purificagdo
extracdo
4 18
3 4.4
2 22
2 10
2 21
1 >350

Rendimento
finai (%}

82

78

75

78

90

75

Observagbes

Remocéo de
fumarase
interferente

Remocao de
polissacarideos
& acidos nu-
cléicos

Remocao de
polissacaridecs

Fonte

Hustedt et af.
1883

Kroner ot af |,
1982

Hustedt ef af..
dados ndo
publicados

Hustedt dados
nao
publicados

Humme! et gf,
1084

Menge et al,
1883

e pirir'rseiro' bassd dénfe)&réi;é'é'é' desiig'héd'c; para rééﬁbgéo cfetodos 'oé"'i?é's'iduos éenmniares,' com eiceq,éo B
da purificagdo do interferon. '
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Estudos realizados por Kroner ef al., (1982), estabeleceram uma comparagao
entre o processo de purificagdo utilizando sistemas de duas fases aquosas e ©
convencional constituido essencialmente por precipitagdo seguida por dois passos
cromatogréficos e obtiveram valores de grau de pureza semelhantes, sendo atingido
um rendimento superior no protocolo de extragdo liquido-liquido (71% versus 51%).
Uma ana’ﬁse econdmica comparativa entre os dois processos, envolvendo custos de
pessoal, material e operagéo revelou que uma unidade de atividade enzimatica-
produzida pelo protocolo clgssico tinha um custo de cerca de 40 vezes superior ao de
uma unidade de enzima resuitante das extra¢bes sequenciais em sistemas de duas
fases aquosas (Kroner et al., 1982).

O melhoramento do protocolo para a exiragdo de B-galactosidase a partir de
uma supensdo de celulas de E. coli realizados por Veide et al, (1983) e Szoke et
al (1988), demonstraram que numa uUnica extracdo realizada num sistema PEG-fosfato
foi obtido um fator de purificag@o -de 14 com um rendimento de 91% (Szoke et
al.,1988).

O desenvolvimento de extragbes liquido-liquido em grande escala esta muito
limitado aos sistemas de PEG-Dextran e PEG-sal. Aléem de estes posuirem
propriedades fisicas favoraveis, especialmente no que se refere a viscosidade e a
diferencas de densidades entre as fases, esta escolha é, no entanto, bastante
influenciada por questdes legais a que 0s processos de produ.g:éc tém que obedecer;
tanto o PEG como o dextran sdo substancias ndo toxicas para o meio ambiente

(Sarmento et al., 1994),
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2.7- Principais equipamentos utilizados na extragao liquido-iquido

A utilizacao dos sistemas bifasicos aquosos aplicados a purificagdo de proteinas
e enzimas em grande escala passa pela operagdo em continuo, a qual possibilita a
redugio dos custos do processo, a sua automatizagdo e o aumento da prodrutévidade.

Os tipos de equipamentos usados no processc de extragdo liquido-liquido
variam desde os classicos tanques misturadores até as colunas centrifugas de alto
desempenho.

Com a finalidade de tornar o processo de extragdo mais simples e eficiente,
foram propostos diversos tipos de equipamentos nos Ultimos anos. O principal objetivo
do desenvolvimento de novos equipamentos para efetuar extragdo liquido-liquido &
tornar este meétodo mais competitivo com relagdo aos outros pProcessos 'de separacéo
existentes ( Souza, 1897).

De acordo com o processo em que podem ser utilizados, € possivel classificar
os equipamentos de extrac@o liquido-liquido em: equipamentos com estagios discretos
em “batch” ou descontinuos e equipamentos diferenciais ou continuos.

Os equipamentos com estagios discretos, Figura 2.2, consistem num
equipamento onde se coloca a carga em contato com um solvente, promovendo
sucessivas misturas e decantagbes. Neste tipo de extrator é desejavel que as duas
fases permanegam no equipamento por um tempo necessario para se atingir as
proximidades do equilibrio, para em seguida serem separadas. O numero de estégios
depende do grau de separacdo desejado; entretanto, nos casos em que a decantacio
do sistema é lenta, os com#)animentos de decantagdo podem tornar-se volumosos,

impossibilitando seu uso para altas vazfes.
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Entrada Entrada
da fase da fase
pesada S i Neve
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da fase da fase
pesada ' , pesada

Figura 2.2- Esquema de um exirator em estagios discretos

_v ) V_ ) \

(A) (B) (€)

Figura 2.3- Extratores diferenciais que atuam sob a forga da gravidade. Em {A) Coluna
de pratos fixos perfurados, (B) coluna recheada e {C ) Coluna spray.



Porto A L.F. Revisio da Literatura 20

Nos equipamentos diferenciais ou continuos, normaimente construidos na forma
de colunas, os liguidos escoam em contra-corrénte, sendo mais compactos em
relagdo aos misturadores decantadores. O fluxc em contra-corrente € processado em
fungdo da diferenca de densidade de fases entre os componentes dos sistemas. A
fase dispersa € alimentada no topo ou fundo da coluna, movendc-se em contra-
corrente no seio da fase continua. Estes equipamentos classificam-se em
equipamentos que atuam sob a for¢a da gravidade (Figura 2.3) e 0s mecanicamente
agitados, de acordo com a existéncia ou ndo de agitacao (Figura 2.4 ).

Sao exemplés de colunas baseadas na forga da gravidade: colunas tipc spray,
" colunas de recheio e colunas com pratos perfurados fixos, que apresentam baixos
custos de instalacdo e manuteng:éo, ocupam espago fisico reduzido, embora
apresentem uma baixa eficiéncia de separagdo. No caso de colunas mecanicamente
agitadas, podemos citar colunas de discos rotativos, colunas de pratos pulsantes,
extrator “Oldshue-Rushton”, o extrator “Scheibel”. Nestes equipamentos, a presenga de
agitagao mecanica faz elevar a area interfacial através de um aumento no numero de
gotas com consequente aumento na transferéncia de massa (Carneiro-da-Cunha,
1894; Souza, 1997).

A principal vantagem entre © sistema de extragdo continuc e o descontinuo
reside no fato de que o primeiro sistema apresenta menor custo operacional € menor

area de operag8o , uma vez que sd0 mais compactos que os descontinucs.
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(A) (B)

(C) -

Figura 2.4-Exiratores diferenciais mecanicamente agitados. Em (A)
coluna de fluxo pulsado, (B) coluna de pratos pulsados e em (C) coluna
de discos rotativos
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2.8- Extragdo continua com sistemas de duas fases

O processo de extrag@o e purificagdo da B-galactosidase a partir de células de
E.coli , com sistemas de duas fases aquosas PEG-fosfato foi realizada em continuo
por Veide et al., (1984). O processo foi desenvolvido em um misturador estatico, onde
ocorria a mistura das células desintegradas com os componentes do sistema e
subsequente separacio de fases numa centrifuga tubular. Com esta extragéo a enzima
foi recuperada na fase de cima com um rendimento de 83,5% e um fator de purificagdo
de 13,6 , valores ligeiramente inferiores aos obtidos na extracdo em “batch”.

Em 1987, Hustedt e colaboradores desenvolveram um processo continuo e
totalmente automatizado compoesto por dois passos de extragdo em contra-corrente, o
qual foi implementado a escala piloto para purificagao de fumarase a partir de um
homogenato de células de Saccharomyces cerevisae. Neste caso, também foram
utilizados misturadores estaticos (em numero de dois) e dois separadores a escala
piloto. O processo descrito acima foi realizado com controle por microcomputador
idealizado por Papamichael et al. (1991) através da monitorizacdo da pressdo dos
fluxos dos diversos componentes. A monitorizacdo “on line” da concentracdo de
proteina total e atividade fumarase, proporcionou o conirole da eficiéncia de extragio.

A utilizacho de um extrator Graesser para separagao das proteinas do soro do
queijo, com sistemas de duas fases aquosas PEG-fosfato de modo continue foi descrito
por Coimbra et al. em 1994. Os autores obtiveram com um processamento de 660g de
proteina total de soro por dia e um tempo de residéncia de 1 hora, a recuperagéo de

63% da o-lactoalbumina na fase de cima, livre de contaminagdo por B-lactoglobulina
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( proteina responsavel pelas reagbes alérgicas) a qual migrou totalmente para fase de
baixo.
2.9- Extrag3o continua em coluna de discos perfurados rotativos

A coluna de discos rotativos (RDC) foi introduzida para aplicagbes industriais
por Reman, em 1951, em industrias petroquimicas . O autor realizou estudos sobre
algumas variaveis que influenciam a eficiéncia de separagio e a capacidade da coluna
em fungdo da velocidade de rotagdo e do tamanho médio das gotas da fase dispersa. A
partir destes estudos foi verificado que as condigbes de inundacéo da coluna variam de
sistema para sistema mas permanecem constantes com a variagio das colunas RDC,
sendo 0 mesmo comportamento verdadeiro para a transferéncia de massa.

Neste tipo de coluna as duas fases sao0 introduzidas , em contracorrente, sendo
que a fase dispersa {fase leve), na base da coluna e a fase continua {fase pesada), no
topo da coluna. A mistura de fases é governada principalmente pela velocidade de
rotacdo dos discos, que influencia diretamente o tamanho das gotas € o numero de
gotas formadas na zona de contato. Para velocidades baixas, as gotas surgem
rapidamente né zona de contato e apresentam dimensbes maiores, proporcionando
pequenas areas interfaciais e baixas taxas de transferéncia de massa. No caso de
altas velocidades de rotag&o, as gotas s80 menores e apresentam um aumento
significante na area interfacial, levando a elevadas taxas de transferéncias de massa
(Strand et al., 1962).

Estudos realizados por Westerterp e Landsman (1962) demonstraram que a

dispers@c axial ( 0 grau de mistura que ocorre no interior de um equipamento na
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diregio longitudinal) é dependente da velocidade do liquido circulante na coluna e da
agitacdo e recirculagéo.

Pope e Shar, em 1971, construiram uma coluna de discos perfurados rotativos
de alta eficiéncia, de modo a minimizar a dispersdo axial. Este extrator foi constituido
por uma série de discos rotativos perfurados fixos e operados com véarias maneiras de
espagamento entre os discos e varias velocidades de rotagdo. Os resultados
demonstraram um excelente contato entre as fases, proporcionando um aumento das
taxas de dispersao axial, apresentando um melhor desempenho em relacdo a outros
extratores diferenciais.

Estudos realizados por Gois (1987) com um extrator PRDC, mediahte 0 uso de
tracadores e determinagdo da poténcia necessaria &  agitagdo, permitiram o
desenvolvimento de uma analise dimensional de regressdo linear que correlacionou a
dispers&o que caracteriza o grau de mistura no exirator.

Tambourgi (1989), com uma coluna semelhante a utilizada por Gois (1887),
realizou estudos relacionados com o escoamento bifasico empregando o sistema n-
butanol-agua, através do estudo dos numeros de poténcia, das condigbes de
inundagao e da fragio retida da fase dispersa numa coluna PRDC, tendo como
variaveis geomeétricas: o nimero de discos rotativos, o espagame.nto entre os discos, a
altura da coluna e a éarea livre de escoamento, e como varidveis operacionais: a
velocidade de rotacfo dos discos e a velocidade total. Através da analise dimensional
e regressdo linear obteve correlagbes para 0s numeros de" poténcia e para a
velocidade caracteristica. O tipo de escoamento considerado pelo autor no interior do

extrator foi o toroidal conforme descrito por Reman (1951).



Porto, A.LF. Revisio da Literatura 2§

Em 1993, Tambourgi € Pereira descreveram resultados obtidos com uma coluna
PRDC construida em perspex (acrilico) com 600 mm de altura e 54 mm de didmetro , e
com discos de PVC com 50 mm de diametro, com 20 e 40% de area perfurada,
variando os espagamentos e o numero de discos, bem como a velocidade de rotagéo.
Os resultados obtidos demonstraram gue o namero de discos influencia a eficiéncia de
separacgao, tendo sido observado maiores eficiéncia de separagéo para 7 discos do
que para 5 discos testados. Segundo os autores, este fendmeno € devido ao fato de
que um elevado grau de agitagdo causa uma maior area interfacial refletindo num
maior valor de coeficiente de transferéncia de massa. O aumento da &rea perfurada
dos discos de 20 para 40% provocou também um aumento na eficiéncia de separacgo.

Estudos realizados por Carneiro-da-Cunha (1994} com coluna PRDC utilizando
sistemas micelares demonstraram que, mesmo com a mudanga do tipo de sistema de
extracdo, o rendimento da extragdo da cutinase foi maior quando utilizou-se 7 discos
e agitagao de 220rpm, conseguindo obter 75% de exiragdo em proteina total , dados
semelhantes aos obtidos pela extragdo em “batch”. Estes resultados s&o corroborados
por Tambourgi e Pereira (1993).

2.10- Citocromo b§, protease e ascorbato oxidase

Neste trabalho realizaram-se estudos de extragio continua de citocromo b5,
protease e ascorbato oxidase, sendo estas duas Ultimas proteinas submetidas também
ao estudo de particdo em descontinuo, nido foram realizados estudos de particdo
descontinua do citocromo b5 por j& existirem dados descritos na literatura.

O citocromo b5 faz parte de urﬁ complexo enzimatico que catalisa a insaturagéo

de acidos graxos. Trata-se de uma proteina de membrana constituida por uma Unica
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cadeia polipeptidica e cuja estrutura terciaria apresenta dois dominios distintos. Um
deles, de natureza globular e hidrofilica, contém um grupc heme que esta envolvido
nas rea¢des de oxi-reducdo nas reagbes de insaturagdo de acidos graxos. Pelo
contrario , o outro possui natureza hidrofobica e é responsavel pela ligagao da proteina
a membrana do reticulo endoplasmatico.

O dominio hidrofilico do citocromo b5 de rato foi clonado em Escherichia coli
(TB1) através da sintese de novo do gene e da sua introducdo no plasmideo pUC 13
(von Bodman, 1986), o que permite a sua produgao por fermentagaoe, acumulando-se
esta no espago intracelular. A proteina assim obtida possui uma massa molecular de
13.600 Da e um ponto isoelétrico de 4,4. Ao longo deste trabalho, o dominio hidrofilico
do citocromo b5 de rato sera deéignado apenas por citocromo b5.

A protease estudada foi produzida por fermentagdo a partir da bactéria
gram positiva Streptomyces clavuligerus. Consiste numa proteina extracelular que
apresenta uma massa molecular aparente de 47.000 Da, sendo cafacterézada como
uma metalo-protease por Bascaran et al. em 1990. Dentre as enzimas de uso
industrial, as proteases pertencem ao grupo mais importante destas enzimas (Gonzalez
et al., 1992).

Varias destas enzimas sdo utilizadas em processos das industrias
téxteis, alimenticias, de couro, de laticinios e farmacéutica (Hugenholtz et al., 1987:
Boven ef al, 1988, Smith et al, 1988). O mais importante setor do mercado de
enzimas é ainda o uso de proteases para detergentes de uso doméstico , sendo 89%
do mercado global de proteases microbianas e 34% do mercado global de enzimas. As

proteases microbianas s&¢ as enzimas mais importantes do ponto de vista comercial.
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A ascorbato oxidase € uma cupro proteina contendo aproximadamente 0,46 %
de cobre, o que corresponde a 10 atomos de cobre por molécula de enzima. Esta
enzima pode ser extraida da Cucurbita maxima e possuem um pesc molecular de
150.000 Da ( Sthothkmp e Dalson, 1977).

Uma analise conformacional em tampéo fosfato {(10mM e pH 7.6), demonstrou
que a enzima existe predominantemente em estado B- conformacional, ndo sendo
encontradas formas helicoidais. A ascorbato oxidase € constituida de duas
subunidades idénticas ligadas por duas pontes dissulfeto; cada subunidade tem um
peso molecular de 70.000 Da e consiste de duas cadeias polipeptidicas com pesos
moleculares de aproximadamente 30.000 e 40.000 Da (Sthothkmp e Dalson, 1977).

O principal interesse no estudo da ascorbato oxidase consiste no fato da enzima
exibir alto grau de especificidade para o &cido ascorbico | o que torna bastante
atraente sua utilizagdo em sensores analiticos para determinagio do teor de &cido
ascorbico em sucos de frutas, iogurtes, alimentos em geral e também em fluidos

biolégicos.
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3.0- MATERIAIS
3.1- Proteinas

3.1.1- Citocromo bb
O citocromo b5 foi produzido por fermenta¢ao de umna amostra recombinante de
Escherichia coli (TB1) contendo o gene que codifica para esta proteina no plasmideo

pUC 13 (von Bodman et al., 1986).

3.1.2- Protease
A protease foi obtida por fermentacdo de Streptomyces clavuligerus NRRL

3585.

3.1.3- Ascorbato oxidase
A ascorbato oxidase ( ascorbic oxidoreductase, £.C.1.10.3.3.) foi exiraida da

Curcubita maxima, conhecida, regionalmente, como abdbora cu jerimum.

3.1.4- Albumina de soro bovina

A albumina de soro bovino (BSA) foi fornecida pela Sigma.

3.2- Reagentes

3.2.1- Polimeros e sais constituintes dos sistemas bifasicos



Porio, A.L..F. Materiais e Métodos 29

Os polimeros polietileno glicol (PEG) 400, 550, 1000, 3350 e 8000 foram
fornecidos pela Sigma e utilizados sem qualquer purificagdo parcial. Os sais de
hidrogenofosfato e di-hidrogenofosfato de potéssio utilizados na preparagdo dos

sistemas de duas fases aquosas foram de grau analitico, fornecidos pela Cica-Kanto.

3.2.2- Qutros reagentes

Os principais reagentes utilizados nas diversas fases do trabalho experimental

enconiram-se descritos na Tabela 3.1.

3.3- Meios de Cultura

3.3.1- Meio de manutengio/ Produgdo de citocromo b

O _meio de manutencdo da estirpe de Escherichia coli foi o0 Meio LB - Luria -
Bertani , que quando acrescido de 2,0 % (p/v) &gar . constituiu 0 meio sélido de
crescimento e manutengdo da amostra de E.coli Todos os conﬁpon_entes , com
excegao da ampicilina, foram esterilizados em autoclave & temperatura de 121°C e
1atm de pressao durante 20 minutos. Apds o resfriamento dos meios , foi adicionado
uma solugdo de ampicilina ( 100mg/mL) esterilizada por filiracdo com auxilio de filtro

0,22um (Milipore), perfazendo uma concentragao final de 100ug/mL.

3.3.2- Meio de esporulagado e manutengéo
As culturas de S. clavuligerus foram mantidas no meio descrito dor
Pridham, et al. (1956/1957), conhecido como ISP-2, modificade pela retirada da

glicose, apresentando a seguinte composicio:
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Os polimeros polietileno glicol (PEG) 400, 550, 1000, 3350 e 8000 foram
fornecidos pela Sigma e utilizados sem qualquer purificagdo parcial. Os sais de
hidrogenofosfato e di-hidrogenofosfato de potassio utilizados na preparagdo dos

sistemas de duas fases aquosas foram de grau analitico, fornecidos pela Cica-Kanto.

3.2.2- Outros reagentes
Os principais reagentes utilizados nas diversas fases do trabalho experimental

encontram-se descritos na Tabela 3.1,

3.3- Meios de Cultura

3.3.1- Meio de manutengao da E. coli/ Produgdo de citocromo b5

O meio de manutencao da estirpe de Escherichia coli foi o Meio LB - Luria -
Bertani , que quando acrescido de 2,0 % (pfv) agar , constituiu o meio sélido de
crescimento e manutencdo da amostra de E.coli Todos os componentes , com
excegdo da ampicilina, foram esterilizados em autoclave a temperatura de 121°C e
1atm de pressdo durante 20 minutos. Apds o resfriamento dos meios |, foi adicionado
uma solugadc de ampicilina ( 100mg/ml) esterilizada por filtracdo com auxilio de filtro

0,22um (Milipore), perfazendo uma concentragéc final de 100ug/mL.

3.3.2- Meio de esporulacgio e manutengdo do 8. clavuligerus
As culturas de 8. clavuligerus foram mantidas no meio descrito dor
Pridham, et al. (1956/1957), conhecido como iSP-2, modificadc pela retirada da

glicose, apresentando a seguinte composicdo:
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Extrato de levedura 0,4%
Extrato de malte 1,0%
Agar 2,0%

A esterilizagio foi realizada em autoclave a 121°C a 1 atm de presséo durante

20 minutos.

3.3.3- Meio de producdo da protease
Para produgdo da protease pelas amostras de S. clavuligerus foi utilizado o
meio MS2 descrito por Porto et al. (1996). O referido meio MS2 apresenta a seguinte

constituigdo para um volume final de 100mL em agua destilada:

Hidrolisado de soja 0,5%
NH4Cl! 0,1%
MgSO4. 7 H0 0,06%
Glicerol 1,0%
KoHPO4 0,435%
Solugdo mineral | 0,1mi

* a solugdo mineral é constituida por:

FeSO4. 7 Ho0 100mg
MnCl. 4 H20 100mg
ZnS04.H20 100mg

CaCly. H0 ' 100mg
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Ho0 destilada q.s.p. 100mL

Utilizado-se as mesmas condigdes de esterilizagio descritas no item 3.3.2.

3.4- Coluna de extragéao liquido-liquido

Nos ensaios de transferéncia de massa em exiracdo continua, utilizou-se
uma coluna do tipo coluna de discos perfurados rotativos (PRDC). A coluna foi
construida com tubo de acrilico (perspex) com 32mm de diametro interno e 160mm de
altura. Na parte central encontra-se um eixo contendo 7 discos perfurados, separados
equidistantes e movidos por um agitador a diferentes velocidades, conforme as
condigbes experimentais. Os discos perfurados sdo de 30 mm de diametro, contendo
cada disco 20 orificios de 1,5mm de di&metro, com uma a’real livre de fluxo de 20%

( Figura 3.1). A coluna foi mantida a temperatura ambiente (25°C).
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(A)

(B)

Figura 3.1- Coluna de discos perfurados rotativos em operagio (A), e em (B) vista
frontal da coluna com mais detalhes, onde pode-se observar o eixo com os discos e as
bombas de alimentagdo, a alimentagdo da fase leve e drenagem da fase pesada foi
reglizada pela parte inferior da coluna, e pelo topo da coluna ocorreu a alimentagao da

fase pesada e drenagem da fase leve (indicado pela fita amarela).

2
ta
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Tabela 3.1- Reagentes utilizados nas varias etapas do trabalho experimental.

~ Utilizagao

* Produc3o de citocromo b5

Produgdo de Protease

Extracéo de ascorbato
oxidase

Determinagio de proteinas

Determinagéo da atividade
proteasica

Determinacdo da atividade
ascorbato oxidase

__Reagente Fornecedor
Meio de Lurian-Bertani Sigma
Agar Difco
Ampicilina Boehringer Mannheim
Hidrolisado de soja Difco
Glicerol Merck
Cloreto de amdnio Reagen
Sulfato de Magnésio hepta Reagen
hidratado Cica -Kanto
di-hidrogenofosfato de
potassio
Citrato de sédio Reagen.
Fosfato de sédio dibasico Cica-Kanto
EDTA (&cido Vetec
etilenodiaminoacético)
Coomassie Brilhante Blue Serva
G25
Acido ortofosférico Merck
Alcool etilico Merck
Albumina de soro bovino Sigma
{fracdo V)
Azocaseina Sigma
Cloreto de Calcio anidro Reagen
Hidréxido de sbédio Reagen
Acido Tricloroacético Merck
Hidrocloreto de Sigma
hidroximetilaminometano
Acido ascérbico Vetec
Di-hidrogenofosfato de Cica

potassio

_Citratodesédio

Reagen
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4.0-METODOS

4.1- Produgéao de citocromo b5 e ruptura celular

O citocromo b5 foi produzido por fermentagdo utilizando o meio comercial LB
(Lurian- Bertani), suplementado com o antibidtico ampicilina (100pg/mL). A
fermentagdo foi realizada em Erlenmeyers de 2 litros com um volume Gtil de 1 litro,
utilizando um agitador orbital a 200rpm , a uma temperatura de 37°C por 24 horas. O
indculo (100ml de cultura) foi obtido da cultura crescida por 10 horas, a partir de
coldnias retiradas de uma placa de Petri recente.

A ruptura celular das células foi realizada com um sonicador Labsonic 2000 da
Bbraum, a 70W, em trés ciclos intermitentes de 1 min. O homogenato assim obtido,
contendo fragmentos celulares, foi dividido em aliquotas e armazenado a -20°C para

subsequente utilizacdo.

4.2- Produ¢do da protease

As fermentacdes foram realizadas em Erlenmeyers com 500mL de capacidade
contendo 125ml de meic de cultura MS2 e inoculadeos com 12,5mL de cultura (10% de
inoculo crescido durante 48 horas). Os frascos foram incubados em agitador orbital, a
200rpm |, durante 96 horas a temperatura de 28° C, onde ap0s este tempo a cultura foi
centrifugada (3000 x g) e o sobrenadante assim obtido foi dividido em aliquotas e

armazenado a -20°C para subsequente utilizacéo.



Poro, ALF. Materiais e Mélodos 35

4.3- Extracao da ascorbato oxidase

A extragdo da ascorbato oxidase foi realizada a partir da Curcubita maxima
de acordo. com a metodologia descrita por Carvalho et al. (1981), que se constitui
dos seguintes passos:
- 0 jerimum descascado foi cortado em fatias e pesado, em seguida a amostra foi
tavada com agua deionizada contendo EDTA ZmM,;
-apds esta lavagem, a amostra foi triturada com tampéao citrato-fosfato (0,1M, pH
8.0, EDTA 2mM), na propor¢do 1.5ml por grama de jerimum;
-posteriormente, o homogenlato obtido foi filtrado em gaze, o filtrado foi centrifugado
a 13.000 xg por 5 minutos, com a finalidade de remover os residuos celulares. O

filtrado foi estocado em vidro ambar a -20°C para posterior utilizacao.

4.4- Determinagao da atividade proteasica

O método utilizado para determinagdo da atividade proteasica foi o deécrito
por Ginther (1979') .modificado. O meio de cultura obtido apés 96 horas de
fermentagdo do Streptomyces clavuligerus foi preﬁamente clarificado por
centrifugacao (12.000 x g, 5 minutos) e azocaseina 1,0% (p/v) (Sigma, ST. Louis,Mo
USA } em tampéao 0,2M Tris-HC!. pH 7,2 contendo 1,0mM de CaCl; foi usada como
substrato.

A mistura do ensaio continha 250;15 do substrato e 150ul do meio contendo a
enzima. Esta mistura foi incubada por 1 hora & temperatura ambiente { 25° C),
sendo a reacdo foi interrompida pela adigdo de 1.2ml de Acido Tricloroacético 10%
(p/v) durante 15 minutos para total precipitagdo. As amostras foram centrifugadas

por 5 minutos a 8000 x g , & temperatura de 4° C. Do sobrenadante foi pipetado
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0,8ml e adicionado 1,4ml de NaOH 1M. O ensaio foi realizado em duplicata e o
branco foi preparado refirando apenas a solugdo do meio contendo a enzima.
Determinou-se a absorbancia desta mistura a 440nm.

Uma unidade de atividade proteasia é definida como a quantidade de enzima
capaz de produzir um aumento na abscrbancia de 1,0 em uma hora, sendo
expressa em U/ml. A atividade proteasica especifica foi calculada pela razao entre
a atividade proteasica total e a quantidade de proteinas contidas em 1m! de amostra

(Uimg).

4.5- Determinagao da atividade ascorbato oxidase

A atividade ascorbato oxidase foi realizada segundo metodologia descrita por
Carvalho et al.(1981), a qual utiliza o acido ascorbico 50uM em tampao citrato-
fosfato 0,1M pH 6,0 como substrato .

O sistema de reagdo continha 675u! do tampéo contendd 0 substrato e 25ul!
da solugdo contendo a enzima, e 0 consumo do Sub_strato foi acompanhado em
espectrofotdmetro durante 15 minutqs, sendo a absorbancia determinada a 268nm .
registrada de 1 em 1 minuto.

Uma unidade de atividade equivale a oxidagcéo de 1,0umol de L-ascorbato para
dehidroascorbato por minuto a pH 6,0 a temperatura de 25°C, acompanhada pela
leitura da absorbancia a 268nm, sendo expressa em pMol de Ac. Ascérbico/min. A
atividade especifica foi calculada pela razéo entre a atividéde total e & quamﬁdade

de proteinas contidas em 1mi de amostra (uM /min. mg).
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4.8- Preparagdo dos sistemas de duas fases aquosas

A preparagéo dos sistemas de duas fases aquosas utilizados ao longo deste
trabalho foi efetuada por dois processos. Para preparagdo de sistemas com massa total
de Bg para extragdo descontinua em tubos de ehsaios, foi utilizada uma mistura de
solughes concentradas dos diferentes reagentes necessarios a formagdo de um
sistema bifasico. As solugdes dos polimeros foram de 50% p/p e dos sais foram de
40% p/p. Os sistemas utilizados para extragio continua em coluna foram preparados a
partir de seus reagentes né sua forma sélida, isto- é, as quantidades necessarias de
cada um dos reagentes fol pesada e a estes foi adicionada a massa correspondente de
agua deionizada.

O sistema assim preparado foi mantido em agitagdo por 5 horas e, apds
verificagdo ca dissolugéo total , foi colocado em decantador para melhor separacio
das fases.

Foram utilizados os seguintes sistemas de duas fases aquosas, com as

seguintes concentragbes de polimeros e sais:
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Tabela 4.1- Composi¢cdo dos diversos sistemas de duas fases aquosas utilizados na

extracao liquido-liquido de proteinas.

TiP(? DE Tie line O Tie line 1 Tie line2 Tie line 3
POLIMERO PEG '

(%p/p) e

sais (%p/p)
PEG40OE |-—rr 16,7/14,8 17,7/115,7 19,7/17.7
PEG 550
PEG 1090 -------------- 16,2/14,3 17,7/115,7 19,7/17,7
PEG3350 | -—rmmmmmeem 14.0711,8 17.,7115,7 19.7/117,7
PEG 8000 11,8/9.,8 14.0/11,8 | —mmmmmmmmmeme | e

4.7- Extrag&o descontinua: estudos de partigdo do citocromo bS5, albumina do
soro bovino, protease e ascorbato oxidase em sistemas bifasicos aquoosos
Foram preparados sistemas de duas fases aquosas de Polietileno Giic.oi-Sai's de
fosfatos (PEG-Sal) com uma massa total de 6 gramas, por pesagem das quantidades
apropriadas de solucbes concentradas de PEG (50% p/p) e sais de fosfatos (40%p/p) e
agua deionizada em tubos de centrifuga graduados (10mi). Os sais de fosfatos foram
adicionados de forma a garahtir ndo s6 a concentragio de sal, mas também o pH
desejado obedecendo a relagdo entre fosfato monobasico e dibasico. O conteudo
destes tubos foi agitado num vortex, tendo-se em seguida adicionado 500ul (0,5 g) de
uma soiug;éo-de extrato impu'ro das proteinas em estudo, com excegdo a albumina de

soro bovino que foi utilizada na sua forma comercial a partir de uma solugdo de
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concentragdo 1mg/mi. Os dados de partigdo para o citocromo b5 foram obtidos
diretamente da literatura.

Apds nova agitagdo no vortex, as fases foram separadas por centrifugagao
durante 10 minutos a .1000 x g Em seguida, as mesmas foram retiradas
cuidadosamente com auxilio de seringa com capacidade de 5mi, onde a quantidade de
proteina total foi determinada e no caso das enzimas também foi determinada a
atividade enzimatica.

Estes experimentos foram realizados utilizando varios comprimentos de  “ tie
line” , com diferentes massas moleculares de PEG que estao descritos na Tabela 3.2.
O pH 7,0 foi utilizado para os experimentos de particéo da albumina de soro bovina e

protease e pH 6,0, para a ascorbato oxidase.

4.8- Extracdo continua utilizando a coluna de discos perfurados rotativos

Na extragao continua realizada com uma coluna de discos perfurados rotativos,
foram utilizadas as seguintes etapas de operacgio:
-alimentou-se a coluna inicialmente com a fase continua (fase rica em sal), com a
drenagem da fase continua e alimentagdo da fase dispersa fechada até enché-ia;
-em seguida , aciocnou-se o mecanismo de agitagio dos discos, e depois de ajustada a
vazéo de entrada com a de saida da fase continua, procedeu-se entdo a alimentagéo
da fase dispersa ( fase rica em PEG). Para estes procedimentos foram utilizadas quatro
bombas peristalticas (cada uma com um Gnico canal), a fim de garantir a velocidade de

fiuxo requerida para cada fase;
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-as amostras das fases continua e dispersa foram recolhidas em intervalos de tempo
de 10, 20, 30,40, 50 60 e 70 minutos de operacdo e em seguida submetidas as
determinagdes de proteina e atividade enzimatica, conforme o caso.

Neste trabalho foram analisados algumas varidveis operacionais sobre a
transferéncia de massa, fragio retida da fase dispersa (* hold up” ) e eficiéncia de
separacado na coluna de discos perfurados rotativos.

Na tabela 4.2 estdo apresentadas as variaveis que foram avaliadas e seus
respectivos valores:

Tabela 4.2- Varidveis estudadas na extragdo continua da proteina modelo BSA com
sistemas de duas fases, em coluna de discos perfurados rotativos.

Variaveis estudadas Valores assumidos
Velocidade de rotacdo dos discos 35: 140, 240
(rpm)
Vazao total de alimentagado {mi/min) \ 203,040
Velocidade da fase dispersa (mlfmin) 0510, 20,30

4.9- Determinacao do coeficiente de particdo (K) das proteinas
A distribuicdo de proteinas entre as fases de um sistema bifasico aquoso &
caracterizada pelo coeficiente de particdo, que foi calculado pela seguinte expresséo .

K= CJ Cb

onde: C. e C, s&0 as concentragbes de proteina nas fases de cima e de baixo,

respectivamente.
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Para o caso das enzimas ( protease e ascorbato oxidase) , o coeficente de parti¢cgo foi
expresso em termos da atividade enzimatica na parte de cima e de baixo,

respectivamente.

4.10- Calculo da fracdo retida da fase dispersa {* hold up” )

Nos ensaios de exiragdo em continuo, apds ter sido atingido o estado
estacionario, em condigbes de agitacdo e velocidade de fase dispersa pré
estabelecidas, foi determinado o “ hold up” da fase rica em PEG pelo meétodo do
estancamento. Neste procedimento sao interrompidas simultaneamente a agitagéo e
as correntes de entrada e saida da coluna. A coluna foi entdo descarregada, as fases
Ievadés a decantagdo e os volumes das fases foram lidos em proveta graduada. Esta
técnica leva a medida do “ hold up™ médio e 0 mesmo foi calculado utilizando-se a
seguinte expressao:

H= volume da fase dispersal volume total do sistema de fases

4.11- Determinagao do coeficiente de transferéncia de massa ( K pa)

O coseficiente de transferéncia de massa foi determinado em termos da
concentragao do soluto nas fases dispersa e continua, de acordo com a seguinte
expressao; |

K= Q/V . IN{Cent - KCrf Cai - KCsc )

Onde: K, Q, V, Can, Csai. Cre © K representam respectivamente; o coeficiente de
transferéncia de massa, a velocidade de fluxo da fase dispersa, o volume da fase

continua, a concentracéo de proteina na corrente de entrada da fase dispersa, a
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concentracdo de proteina na corrente de saida fase dispersa, coeficiente de partigéo
da proteina. O valor utilizado para Cy, foi 0 valor médio entre a concentragdo final da
fase continua e o valor inicial na mesma fase, isto &, o valor de Ci é a metade do valor
da concentragio de proteina determinado para fase continua, pois ¢ valor inicial na

fase continua é zero.

4.12- Determinagao do fator de purificagao (F.P.)
O fator de purificagdo é definido como a raz&o entre a atividade (U/mL) e a
concentragdo de proteina no produto final ( apds & purificagdo), dividido pela mesma

razao determinada para o extrato impuro.

(U/ml. / Concentracao de proteina ) depois da purificagdo
FP=

(U/mL / Concentragéo de proteina ) do extrato impuro

Para os ensaios com o citocromo b5 o calcuio do fator de purificagdo foi realizado de

acordo com a seguinte expressao:

Concentracdo de cit. b5 / Concentragao de proteina apés a
purificacao
FP=

Concentragdo de cit. b5/ Concentragdo de proteina do extrato
impuro
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4.13- Céalculo da eficiéncia de extrag&o : Eficiéncia de Murphree
A eficiéncia de extragdo foi obtida para a coluna em estudo , pela seguinte

definigéo:

Cs-C
Cd - Cr.

Onde : C, & a concentracdo do soluto na fase dispersa
C. é a concentragdo do soluto na fase refinado
C, é a concentragdo do soluto na fase refinado , se o sistema

estivesse em equilibrio.

4.14- Determinagd0o da massa especifica e viscosidade dos diversos sistemas
PEG-Sais

A determinagio da massa especifica para as fases rica em PEG e rica em sal
para os diversos sistemas PEG-Sais estudados foi realizada num densitdmetro PAAR
DMA 6000. A agua e o ar foram utilizados como fluidos de caiibragdo, de acordo com ©
procedimento indicado pelo fabricante. As determinagbes de massa especifica foram
efetuadas com controle de temperatura (25° C).

A viscosidade das fases rica em PEG e rica em sal foi determinada com um
viscosimetro capilar Tipo Ubbelohde (CANNON INSTRUMENT CO) |, tamanho 1C cuja
constante a 25°C é de 0,02794 mm?/s? (cSt/s). Para obter a viscosidade cinematica em

mm’/s’ (cSts) multiplica-se o tempo de efluxo em segundos pela constante do
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viscosimetro. Para obter a viscosidade em mPas, multiplica-se a viscosidade

cinematica pela densidade em g/mi.

4.15- Determinagdes analiticas
4.15.1- Determinacg&o da quantidade de proteina total

A proteina total foi quantificada pelo método de Bradford (1976). Um volume de
S0ul de amostra foi adicionado a 2,5ml do reativo com agitagao em vortex e
absorbancia determi'nada a 585nm, apds um periodo de 2min a 1 hora de repouso a
temperatura ambiente. O corante foi preparado solubilizando 100mg de azul brilhante
de Coomassie G em 50mL de etanol (95% v/v), adicionando-the 100mlL de acido
oﬁofoéfér%ca (85% )e éompletando o volume para 1 litro com agua destilada. A mistura
foi filtrada duas vezés antes de sua utilizagio. A curva de calibragao foi feita a partir
de solugbes estoques de albumina de soro bovina numa géma de concentragéo de O-
100mg/l.

Na quantificacdo de proteina efetuada nos sistemas de duas fases aquosas
contendo os diferentes extratos protéicos foram prepéradcs brances em que uma
amosira da fase correspondente de um sistema bifasico aguoso idéntico preparado
sem © extrato protéico era adicionado ao reativo. As amostras da fase superior e
inferior foram submetidas a uma diluicdo igual a 2 ou superior antes da reagdo do

corante de modo a eliminar a interferéncia do PEG e dos fosfatos.
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4.15.2- Determinagio da concentragdo de citocromo b5

A concentragdo de citocromo b5 foi determinada diretamente a partir do
seu coeficiente de absorcdo a 411nm (& = 130 mM™' ecm™) | j& que a proteina absorve
luz fortemente a este comprimento de onda. Este método foi usado uma vez que €
extremamente simples; rapido e ndo destrutivo, a amostra de citocromo analisada ndo

foi inutilizada apds a medicdo da absorbancia.
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5.0- RESULTADOS E DISCUSSAO

A extragdo com sistemas de duas fases aquosas tem recebido atengdo como
uma técnica promissora para separar e purificar proteinas ou enzimas de interesse. Na
pratica, uma mistura de proteinas pode ser tratada com sistemas de duas fases
aquosas, resultando numa dispersdo que pode ser separada em duas fases por
centrifugacéo, facilitando o isolamento e purificagdo da proteina de interesse ( Sawant
et al., 71 990).

QO avango de técnicas de extragdo em sistemas polimerc-sal e polimero-
polimero, tem aumentado a chance do uso em larga escala destas técnicas. Métodos
de extrac@o convencionais podem ser convenientemente aplicados a estes sistemas. O
equilibro de fases nestes sistemas € atingido rapidamente quando se usam
misturadores estaticos ou misturadores-decantadores, contudo a dispers8o produzida
¢ relativamente estavel e a separagéo de fases é muito lenta sob a agédo da gravidade,
necessitando do uso de centrifugas ( Jafarabad ef al., 1992a).

Apesar de algumas dificuldades apresentadas com os sistemas de duas fases
aquosas, eles tém sido aplicados com sucesso a varios processos de extragdo liquido-
tiguido em grande escala como descrito por Hustedt et al, (1985).

A utilizag&o de colunas de extragéo tipo spray tem sido utilizadas com sistemas
de duas fases aquosas para separagao de proteinas e enzimas, as guais podem ser
operadas de modo ccntracorrgnte. Este tipo de coluna de extragcdo é economicamente
mais atraente do que os misturadores estaticos ou misturadoresdecantadores, que
necessitam de mais de um estégio tedrico para atingir o nivel de pureza desejado

{ Jafarabad et al., 1992a).
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A utilizagdo de exirator Graesser tem sido descrito por Coimbra ef al. (1894) na
separacdo de proteinas do soro de queijo, por extragdo continua com sistemas de duas
fases aquosas, apresentando resultados muito promissores.

O uso de colunas de di.scos perfurados rotativos (PRDC) tem sido mencionado
em Carneiro-da-Cunha et al. (1994), para extra¢do de cutinase em sistemas micelares,
contudo a utilizagso de sistemas de duas fases aquosas com este tipo de equipamento
ndo tem sido ainda descrito na literatura, o que motivou as investiga¢des no sentido de
céracterizar hidrodindmicamente estes sistemas neste tipo de coluna e avaliar ©
processo de extragdo em continuo de proteinas' e enzimas.

Neste capitulo serdo apresentados os resultados dos experimentos de
transferéncia de massa em coluna de extracéo liquido-liquido de discos perfurados
rotativos. O sistema utlizado foi o sistema PEG-Sais de fosfatos, funcéonaﬁdo a fase
pesada (fase rica em sal) cbmo fase continua, e a fase leve (rica em PEG) como fase
dispersa.

A trénsferéncia da albumina sérica bovina da fase dispersa para a fase continua
foi estudada, analisando-se o efeito da velocidade de rotacdo, e da velocidade da fase
dispersa na fragdo retida da fase dispersa, no coefiéiente de transferéncia de massa e
na eficiéncia de separagéo. Estes parametros constituem fatores determinantes para a
transferéncia da proteina e)desempenho do equipamento para possivel utilizagdo em
larga escala.

Foi também avaliado o comportamento de extracio descontinua e continua em
sistemas bifasicos aquosos da proteina citocromo b5 (recombinante) e de duas

enzimas {protease e ascorbato oxidase) a partir de meio de fermentacgio.
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5.1- Efeito da velocidade de rotagdo sob a fragdo retida da fase dispersa
{* hold up”)

Um dos parametros importantes para caracterizagdo hidrodinamica de um
equipamento de extracdo é a fragdo retida da fase dispersa, que significa portanto o
percentual da fase polimérica presente no equipamento. Tais medidas da fragdo retida
da fase dispersa sdo informagbes valiosas para a estimativa da qualidade de
transferéncéa de massa de uma unidade de extraglo sob condigbes pré-definidas
{Coimbra,1995).

A fragdo retida da fase dispersa esta diretamente relacionada com a quantidade
‘de gotas existentes no interior da coluna, para um dada condi¢do operacional. A
formacgao de gotas n&o € um processo simples, e esta diretamente ligada as condigdes
de agitagdo, isto é a velocidade de rotacdo imposta as fases no interior do
equipamento (Souza, 1997).

A influéncia da veioéidade de rotagdo na fragdo retida da fase dispersa foi
avaliada em coluna PRDC através da operagdo em continuo com sistemas de duas
fases aquosas, utilizando 0s seguintes valores de velocidade de rotacao: 35, 140 e 220
rpm. Os experimentos foram realizados com citocrome b5 utilizando-se sistemas de
PEG1000-Sais de fosfatos pH 7,0, nas concentragbes de 18% e 16 % (p/p) .
respectivamente. A vazao total de alimentagao ( Vd+ Vc) variou de 1,5 mi/min até 4,0
mi/min.

Os dados apresentados na Figura 5.1 demonstram que para valores de
velocidade de rotagdo inferiores a 150 rpm, nota-se um aumento na fragdo retida da

fase dispersa na maioria das vazdes de alimentacdo estudadas. Contudo, para valores
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acima desta. velocidade de rotacgdo, ocorre uma discreta diminuigdo nos valores da
fragao retida da fase dispersa, para valores de vazao total acima de 3ml/min.

Este comportamento pode ser explicado pela resisténcia imposta ao
escoamento, pelos discos perfurados quando a velocidade de rotagdo € muito elevada,
o que pode impedir ou retardar a ascensdo das gotas da fase dispersa até o topo da
coluna.

Para o exirator de palhetas rotativas utilizando sistema ternario agua-acido
acético-butanol, um aumento da velocidade de rotacao de 1rps a 4rps proporcionou um
aumento na fracdo da fase dispersa, sendo este aumento mais acentuado para valores

de vazao total da fase dispersa acima de 5,5 mi/fs ( Souza, 1937).
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Figura 5.1- Efeito da velocidade de rotac&o na fracdo retida da fase dispersa.
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Em processos de exiragdo utilizando sistemas de duas fases aquosas (PEG-
Sais de fosfatos) com exirator Graesser , para separagio de proteinas do soro de
queijo, foi analisado a influéncia das razdes de velocidade de fases e da velocidade de
rotagdo na fragdo retida da fase dispersa.

Demonstrou-se, neste tipo de extrator, uma independéncia da fracdo retida da
fase dispersa tanto em relagéo a velocidade de rotagdo quanto em relago & vazao ée
velocidades de fases. Neste caso a capacidade e desempenho do extrator ndo foram
reduzidos pela operagdo em baixas velocidades de agitag@o, 0 que leva a condigbes
de mistura favoraveis para produtos labeis como as proteinas (Coimbra, 1995).

Estudos realizados por Carneiro-da-Cunha et al. (1994) com exiragido de
éutinase utilizando coluna PRDC com sistemas micelares, verificaram que elevados
valores de velocidade de rotagdo (360rpm), provocaram a formagdo de uma emulséo

| estavel, ndo sendo possivel obter uma separacéo de fases.

Os valores encontrados com sistemas bifasicos aquosos em coluna PRDC para
fragdo retida da fase dispersa, foram muito superiores aos j& descritos na literatura
para coluna spray, utilizando diferentes sistemas bifasicos aquoscs com proteinas e
enzimas (Sawant ef al.,1990, Jafarabad et al., 1952a e b; Venancic et al., 1995). Estes
resultados s&o corroborados com os obtidos por Pawar et al. (1997) | que descreveram
o comportamento da extragdo de amiloglucosidase e B-Galactosidase em coluna spray

modificada de modo a obter maiores valores da fragdo retida da fase dispersa.



Porio, ALF. Resultados e Discussio 351

5.2- Efeito da velocidade de rotagao no coeficiente de transferéncia de massa
(Kda)

O estudo de transferéncia de massa no interior das colunas de extragao liquido-
liguido € de fundamental importancia para o conhecimento dos seus
limites de operagdo. Em colunas de extragdo com discos perfurados rotativos este
estudo foi realizado utilizando os mesmos valores de velocidade de rotagdo avaliados
para a frag&o retida da fase dispersa. descrito no item 5.1, e vazéo total de alimentagéo
de 4.0ml/min, onde neste caso a proteina utilizada também foi o citocromo b5
dissolvida na fase rica em PEG (fase leve).

Na Figura 52 pode-se observar um aumento dos Qalores de Kda até a
velocidade de rotacéo de 150 rpm: acima deste valor ocorre um decréscimo do valor
do Kda, demonstrando que o coeficiente de transferéncia de massa é independenté da
velocidade de rotagdo para valores superiores a 150rpm (Porto et al., 1987). Isto
ocorre porque 0 aumento da velocidade de rotagdo, no inicio, methora a mistura entre
as fases e aumenta a area interfacial, por diminuir o tamanho medio das gotas, e
promovendo com isso O aumentc na taxa de transferéncia de massa. que €
diretamente proporcional a area interfacial. Contudo, isso ndo ocqrre indefinidamente,

ocasionando uma dimuigdo do Kda (Rabelo | 1995).



Porto, ALLF. Resultados e Discusséo 352

Kda {min")

s w k& &
Velocidade de ratacdo {rpm)

Figura 5.2- Efeito da velocidade de rotagao no coeficiente de transferéncia de

massa (Kda).

5.3- Efeito da velocidade de agitagdo na eficiéncia de separagédo ( Eficiéncia de
Murphree)

A eficiéncia de separagdo de Murphree € uma medida de quanto ¢ sistema se
aproxima do equilibrio. Os dados obtidos na Figura 5.3 foram caiculados segundo a
equagdo descrita no item 4.13. Analisandc a Figura 5.3 , observa-se que ©
comportamento foi praticamente independente da velocidade de rotagdo (valores
aproximadamente iguais a 1 ). Era de se esperar que um aumento nos vé&ores da
velocidade de rotagdo, produzisse altos valores de eficiéncia de separagio segundé
Tambourgi et al. (1993). Estes resultados obtidos com sistemas bifasicos aquosos
podem ser devido a resisténcia do fiuxo imposta pela velocidade de rotagac, causaﬁdo

um fendmeno de arraste da fase continua.
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Figura 5.3- Efeito da velocidade de rotagdo na eficiéncia de separagéo (Eficiéncia de

Murphree).

5.4- influéncia da velocidade da fase dispersa na fragao retida da fase dispersa
em diferentes composi¢des dos sistemas aquosos

Nas Figuras 5.4, 5.5 56 e 5.7 estdo apresentados os valores da fragio retida
da fase dispersa para os diferentes sistemas de PEG-Sais de fosfatos, em fungdo da
velocidade da fase dispersa. Pode-se verificar que para os diferentes sistemas com
PEG de diferentes massas moleculares (550, 1000, 3350 e 8000), a fracdo retida da
fase dispersa aumentou com aumento da velocidade da fase dispersa e diminuiu com o
aumentoc da composigio do sistema (Tabela 5.1).

Kumar e Hartland, em 1982, relataram que o aumento do tamanho da gota

diminui com o aumento da Vd (velocidade da fase dispersa). Entretanto, com o
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aumento da Vd aumenta o numero de gotas , resultando num aumento dos valores da
fragdo retida da fase dispersa. Efeitos similares foram observados em colunas de
bolhas, reatores de leito fluidizado e coluna spray { Jafarabad et al.,1892a, Pawar et
al.,1997 ; Venancio et al., 1995).

Com o aumento da composigao do sistema , valores menores foram observados
para a fragdo retida da fase dispersa para todos os sistemas estudados, embora tenha
ocorrido um aumento na viscosidade da fase continua. Dados similares foram
observados por Venancio et al. (1295) e Sawant et al. (1990).

Pode-se verificar que a medida que aumenta a concentragdo do polimero
( aumenfo da * tie line” ), ocorre um aumento da tens&o interfacial , como resultado, o
diametro da gota aumenta, a diferenca de densidade e a viscosidade também
aumentam. O efeito combinado destas propriedades ¢é que o tamanho medio das gotas
e a veiocidade da gota aumentem, e a fragéo retida da fase dispersa diminua (Clift et
al. 1978} .

Com o aumento da veiocidade com que a gota sobe, causada pelo aumento na
diferenca de densidades das fases, uma diminuigdo no tempo de residéncia da gota do
PEG, reduzindo a fracio retida da fase dispersa (Raghav Rao et al.,1991).

Este comportamento pode ser explicado em termos das propriedades fisicas dos
sistemas, tais como a viscosidade e densidade, que aumentam com ¢ aumento da
composi¢ao do sistema, como demonstrado na Tabela 5.1. As “tie lines” préximas ao
ponto critico apresentam os maiores valores para fragéo retida dé fase dispersa. Eétes
resultados sdo similares aos obtidos por Jafarabad et al., (1992a), utilizando sistemas

PEG-Sais de fosfatos em coluna spray.
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Figura 5.4- Efeito da velocidade da fase dispersa na fragdo retida da fase
dispersa em sistemas PEG 550-Sais de fosfatos.
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Tabela 5.1- Propriedades reoldgicas, densidade e viscosidade, das duas fases dos
sistemas de duas fases estudados (PEG-Fosfatos de potassio).

Tipo do polimero
PEG 550 ° tie line 1’
“ tie line 27
“tie line 3
PEG 1000 “ tie line 1"
“tie line 27
“tie line 37
PEG 3350 “tieline 17
“tie line 2"
“tie line 37
PEG 8000 “tie line 07

“tie line 17

Viscosidade {mPa.s)

PEG
59

8.0

12,5

7.0

10.0
15,0
18.0
31,0
48,0
33,3

46.0

Satl
24
2,3
2.5
1,2
2,2
2,3
1,0

¥

1.1

1

22

¥

1,0

0.9

Densidade (Kg/m®)
PEG Sal
1097,9 12242
1098,6 12377
1098,9 1270,0
1093,0 1229.4
1093,5 1282,1
1094,8 1292,3
1090,3 1198,6
1090,7 1217,2
1094,3 1267.8
1078,6 11221
1082,6 11594

5.5- Influéncia da vazdo de alimentag3o na Eficiéncia de separagao {Eficiéncia de

Murphree) em diferentes composigdes dos sistemas bifasicos aquosos

As Figuras 5.8, 5.9, 510 e 5.11 mostram o efeito da vazdo total de alimentacgéo

na eficiéncia de separacao para os diferentes sistemas estudados. Pode-se observar

que para a maioria dos sistemas analisados, a eficiéncia de separacgac fol praticamente

independente da vazéo de alimentacdo, apresentando valores muito préximos de 1.
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Este comportamento foi mais visivel a medida que aumentou-se a massa molecular do
PEG (PEGs 3350 e 8000).

Para os sistemas de massa molecuiar do PEG 550 n&o houve uma nitida relagao
entre o aumento da eficiencia de separagdo e o aumento da vazdo total de
alimentacgdo, observando-se uma independéncia deste parametro com o aumento da
composigao do sistema.

Os resultados obtidos com exirator com palhetas rotativas mostraram um
aumento da eficiéncia de separagéo com aumento da vazdo total de alimentacdo, para
velocidades de rotagdo acima de 2rps, utilizando sistemas ternario agua-acido acetico-

butanol e sendo estes valores menores do que 1 (Souza,1997).
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Figura 5.8- Efeito da vaz&o total de alimentagdo na Eficiéncia de
separac&o em diferentes composigdes do sistema PEG 550.
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Figura 5.11- Efeito da vazéo total de alimentagdo na Eficiéncia de separacéo
em diferentes composic¢des do sistema PEG 8000

5.6- Influéncia da vazdo de alimentagdo no coeficiente de transferéncia de massa

{Kda) em diferentes composicdes dos sistemas bifasicos aquosos

O efeito da vazéo de alimentagéo no coeficiente de transferéncia de massa em
diferentes composigbes dos sistemas PEG-Fosfatos de potassio estdo ilustrados nas
Figuras 5.12,5.13,5.14e 5.15.

Os resultados obtidos com coluna PRDC | demonstraram uma independéncia do
coeficiente de transferéncia de massa com relagdo a aumentos na velocidade da fase
dispersa. Este comportamento foi mais evidenciado para os sistemas que apresentam
PEGs de menores massas molecutares (PEG 550 e 1000).

Entretanto, resultados obtidos em coluna spray por varios autores ( Sawant et

al., 1990, Raghav Raoc et al, 1991, Jafarabad et al., 1992 a e b; Venancio ef a/., 1995,
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e Pawar et al., 1997) com sistemas de duas fases aquosas demonstraram um aumento
do coeficiente de transferéncia de massa com o aumento da velocidade da fase
dispersa, jd@ que o tamanho das gotas a altas velocidades € menor e produz altas areas
de transferéncia de massa.

Estudos realizados por Sawant et al. (1990) sobre o comportamento da BSA em
sistemas PEG-Dextran em colunas spray, demonstraram um aumento do ceeficiente de
transferéncia de massa com o aumento da velocidade dispersa, contudo quando foi
construfdé o grafico da taxa do coeficiente de transferéncia de massa por unidade de
“hold up® versus a velocidade da fase dispersa (Vd), esta taxa apresentou-se
éndependente da velocidade da fase dispersa. Esta observag&o indicou que o©
verdadeiro coeficiente de transferéncia de massa era independente deste parémetro.

Pode-se verificar que o coeficiente de transferéncia de massa dimunui com o
aumento do comprimento da ‘tie line” para todos os sistemas utilizados. Estes
resuliados s&o corroborados com os obtidos pela literatura para sistemas de duas
fases em coluna spray e York-Scheibel.

Sistemas PEG 4000- Fesfatos de potéssio @ PEG 4000- Sulfatos de sodio com
BSA em colunas spray foram descritos por Jafarabad ef al.,(1992 a ), e os resuitados
experimentais apresentaram uma diminuigdo do coeficiente de transferéncia de massa
com o aumento da composicdo do sistema.

Estudos com coluna spray com sistemas PEG-Reppal foram realizados por
Venancio et al. (1995), onde o coeficiente de transferéncia de massa para “ tie lines”
mais longas foram menores. E que este comportamento pode ser explicado pelo

aumento na diferencga de densidade de fases , viscosidade e tensdo interfacial. Os
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autores também concluiram que sistemas de composi¢do proximas ao ponto critico,
apresentavam valores maiores de coeficiente de transferéncia de massa. -

Segundo Forciniti et al{ 1990) a tensao interfacial aumenta com o aumento da
concentracao do polimero e o efeito total do aumento na viscosidade de fases resulta
na reducdo da difusibilidade da proteina e num aumento da espessura da camada
limite entre fases combrometendo a transferéncia dé massa. Como consequéncia, ©
coeficiente de transferéncia de massa volumeétrico € menor para “tie lines” maiores.

Pode-se ainda observar nas Figuras 5.12, 513, 6.14 e 5.15, que ocorre um
pequeno aumento dos valores do coeficiente de transferéncia de massa em relagdo ao
aumento da massa molecular do PEG; resuitados similares também foram encontrados
nos estudos de Sawant et al. (1990) com sistemas PEG 8000-Dextran e Jafarabad et
al. (1992 a) com sistemas PEG 4000-Fosfatos de potassio.

O comportamento da BSA em sistemas PEG 8000-Maltodextrinas em colunas
spray, demonstraram que sistemas que apresentavam maiores valores de .densidade e
viscosidade, apresentavam menores valores de coeficiente de transferéncia de massa
( Raghav Rao et al., 1991).

Trabalhos realizados por Jafarabad ef al. (1992 b) em c¢olunas York-Scheibel
com sisierhas PEG 4000-Fosfatos de potassio e .PEG 4000-Sulfatos de sédio,
demonstraram valores de coeficiente de. transferéncia de massa de 2 a 3 vezes
maiores do que aqueles obtidos com estes mesmos sistemas em coluna spray.

Os valores obtidos para o coeficiente de transferéncia de massa para coluna de
discos perfurados rotativos utilizando sistemas PEG-Fosfatos de potassio foram

superiores aos encontrados na literatura para colunas spray e York-Scheibel ( Sawant
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et al., 1990, Raghav Rao et al, 1991, Jafarabad et al 1992 a e b; Venancio et al.,
1995 e Pawar et al. ,1997), em cerca de 26 vezes ; e esta informagdo € muito utif para

o “scale up” do processo de extragdo com este tipo de coluna.

5.7- Extragao descontinua do citocromo b5, protease e ascorbato oxidase

Os dados de extragcao descontinua do citocromo 55 foram obtidos diretamente
da literatura, através dos trabalhos descritos por Sarmento et al. (1894), onde foram
realizados estudos sobre a particdo do citocromo b5 utilizando sistemas PEG-Sais de
fosfatos, com diferentes massas moleculares de PEG e diferentes comprimentos der
“tie lines”™.

As melhores condigbes de extragdo do citocromo b5 a partir de seu extrato
impuro foram : sistemas PEG 1000-Sais de fosfatos pH 7,3, nas concentragbes de
18% e 16% (p/p), respectivamente. Nestas condigbes, o citocromo bS transfere-se da
fase rica em PEG para fase rica em sal, com a recuperacdo de mais de 30% de
proteina desejada na fase rica em sal, com um grau de purificagdo razoavel (3,7).

Com este processo foi possivel ndo s¢ recuperar 0 citocromo b5, hem como
remover os fragmentos celulares, uma vez que estes precipitaram-se na interface.
Estes resultados foram utilizados para extragdo continua do citocromo b5 em coluna de
discos perfurados rotativos.

Os estudos relativos a extragdo descontinua da protease e ascorbato oxidase,
foram realizados com os PEGs de mesma massa molecular e sistemas de mesmo
comprimento de “tie line” utilizados paré a extragéo do citocromo b5 para efeito de

comparagao de dados entre a exiragdo das trés proteinas, com massas moleculares
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bem distintas, 13.600 Da, 47.000 Da e 150.000 Da, respectivamente para o citocromc
b5, protease e ascorbato oxidase,

| Nos estudos de extragdo descontinua da proteése e ascorbato oxidase
procurou-se investigar o efeito da massa molecular do PEG e do comprimento da “tie
“line”, nos pHs otimos da cada enzima. Os valores de pH utilizados foram 7,0 e 6,0 pars
_ protease e ascorbato oxidase, repectivamente.

Para cada tipo de sistema, as concentragdes do polimero e sal foram escolhidas
de forma a obter trés “ tie lienes”. uma perto do ponto critico, outra intermedidria, e a
ultima mais afastada do ponto critico, tendo-se utilizado para este fim os diagramas
descritos por Albertsson (1986).

5.7.1- Efeito da massa molecular do PEG na particdo da protease e¢ ascorbato
oxidase

A particdo da protease e ascorbato oxidase em sistemas PEG-Sais de fosfatos
foi investigada pela adigdo de 500ui de extrato bruto da cada enzima nos diferentes
sistemas, e avaliado o efeitc do tamanho do polimero e conceniraco do sal.

Nestes sistemas, o coeficiente de particdo foi deierminado em iermos da
atividade enzimatica. Na Figura 5.16, pode-se observar a afinidade da protease pela
fase rica em PEG e a ascorbato oxidase pela fase rica em sal, demonstrado pelos
valores do log de K para cada enzima. Em sistemas PEG 400-Fosfatos ndo houve
formag¢do de duas fases aquosas em equilibrio, apds a adicdo do exirato bruto -
contendo a protease, para as “tie lines” mais curtas, tendo sido observado este mesmo
comportamento na partigdo do citocromo b5 em estudos realizados por Sarmento et

al., 1994
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Os dados experimentais obtidos demonstram que a protease tem partigéo
preferencial para fase de baixa densidade (fase rica em PEG), provavelmente devido a
fortes intérac;ées hidrofébicas entre a proteina e 0s grupos etilenos do PEG (Porto et
al., 1997). Resuitados similares foram observados por Queiroz et al. (1995) com
lipases de Chromobacterium viscosum em sistemas de duas fases aquosas,
utilizando PEG e sais de fosfatos.

- Os resultados obtidos com a ascorbato oxidase demonstraram um
comporiamento inverso, sendo neste caso , a particdo preferencial pela fase mais
densa (rica em sal} em todas as condigbes experimentais testadas, exceto para a “tie
| line” mais longa do PEG 3350, o que pode ser explicado pela natureza hidrofilica da
enzima, sugerindo que a enzima possua relativamente mais grupos polares que
interagem com o sal .

Embora, ndo haja literatura disponive! com informagbes sobre a distribui(;éo da
protease de 8. clavuligerus e ascorbato oxidase de Curcubita maxima com estes
sistemnas de extracio, 0 comportamento encontrado pode ser explicado a partir destes
fundamentos j& descritos acima.

Quanto ao isolamento das proteinas a partir das fases salina e polimérica, pode
.ser realizadas poﬁ' uma simples didlise, quanto se tratar da fase salina (para o
citocromo b5 e ascorbato oxidarse), o0 gque permite que estas proteinas sejam mais
facilmende purificadas e concentradas, com ganhos econdmicos para 0 seu processo
de extragdo. Enquanto que , no caso da protease, a sua preferéncia pelas fase PEG ,
necessila para seu isolamento nesta fase, um dos processos tais como: precipitagdo

com sais, ultrafilira¢do e cromatografia.
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Os estudos realizados por Schmidt et al. (1996), sobre a correlagdo entre o
efeito da concentracdo de proteina total e o comportamento de partigdo das proteinas
(amilogiucosidase, subtilisina e inibidor de tripsina) em sistemas de PEG 4000-sais de
fosfatos demonstraram que a solubilidade das proteinas em solugdo de PEG é
govemada pelo efeito de exclusdo estérico e pela interagdo hidrofdbica entre a
proteina € 0 grupe etiiené do PEG, o qual é provavelmente responsavel pela alta
solubilidade na fase superior (rica em PEG) de muitas proteinas hidrofébicas. O PEG,
sendo de natureza hidrofdbica, tende a interagir fortemente com as regides nao-
polares das proteinas (boa afinidade por residuos de aminoéacidos ndo-polares).

Na fase rica em sal (fase inferior), o efeito " salting out” governa a solubilidade
das proteinas, e a diminuigdo desta solubilidade na fase rica em sal, motivada pelo
aumento na concentragdo de fosfatos, da origem a transferéncia daquelas da fase rica
em sal para fase rica em polimero, aumentando o coeficiente de partigdo . Apenas
aquelas proteinas que possuem grupos mais polares € que interagem com alta
concentragdo de sal ( Sarmento et al., 1994).

Pode-se observar também nas Figuras 5.16, 5.17, 5.18 e 5,19 uma diminuigio
do coeficiente de partigdo e rendimento em termos de recuperacdo da atividade das
enzimas, com o aumento da massa molecular do polimero, a partir do PEG 1000; este
fato tem sido descrito por Atha et al. (1981), provavelmente como consequéncia do

volume excluido.
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Massa molecular do PEG

Figura 5.16- Efeito da massa molecular do polimero PEG
sobre o coeficiente de particdo da protease.
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Figura 5.17- Efeito da massa molecular do polimero PEG sobre o
coeficiente de particdo da ascorbato oxidase.
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Ainda pode-se verificar que os sistemas PEG 1000-fosfatos foram os que
apresentaram melhores resuitados em termos de recuperagdo da atividade das
enzimas, € no caso especifico da ascorbato oxidase, este valor atingiu mais de 100%.
o que pode ser explicado pela possibilidade do polimero estabilizar as proteinas
(Albertsson, 1971), ou ainda, a alta atividade recuperada pode ser devido a remogao
de componentes no meio que inibem a atividade enzimatica ou devido a mudangas na
conformagao da proteina ( Queiroz ef al., 19985).

Valores superiores a 100% de recuperacao da atividade lipolitica foram obtidos
por Queiroz et al. (1995), para lipases de Chromobacterium viscosum utilizandc
sistemas PEG-fosfatos.

Sendo o polietileno glicol um polimero que possui um grupo hidroxila (- OH )
ligado a cada um dos grupos - CH;-CH; - terminais, & de se esperar que, para cada
uma determinada concentragdo , a sua hidrofobicidade diminua com a diminuigdo da
massa molecular uma vez que aumenta a representacio daqueles grupos hidrofilicos
terminais (Kula, 1985).

O polietileno glicol € um polimero composto por grupos - CH; -CH; - ligados
entre si por uma ligag&o éter. A solubilidade das proteinas em solugdes deste polimero.
tem sido interpretada por varios autores em termos dos efeitos do volume excluido do
pd!imer{)( Polson et al., 1964; Juckes et al., 1971; Atha et al., 1981). Segundo a teoria
desenvolvida por estes autores, as proteinas s&o excluidas estericamente de zonas do
solvente ocupadas pelo polimero, sendo as solubilidades proporcionais ao volume de
solvente disponivel (solvente sem polietileno glicol). Assim, quarito maior for o volume

excluido do polietileno glicol menor é o volume de solvente disponivel, o que implica
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uma diminuigdo de solubilidade das proteinas na fase rica em polimero e
consequentemente uma diminuigdo do coeficiente de particdo.

Em sistemas PEG-fosfatos, foi também observado uma diminuigdo no
coeficiente de particdo quando se aumenta a massa molecular do polietileno glicol
(Kroner et al, 1982). Além de que, a particdo nestes sistemas mostrou-se tambeém
dependente da distribui¢do da massa molecular dos polimeros (Kula, 1982).

O efeito da massa molecuiar do polimero esta muito relacionado também com a
massa molecular do' biomaterial. De fato, a partigdo de aminoacidos ou proteinas de
baixa massa molecular nao € muito influenciada por variagdes da massa molecular dos
polimeros, nao acontecendo 0 mesmo com proteinas de maior massa molecular
( Albertsson, 1986). |

Proteinas com alta massa molecular sdo mais influenciada por mudangas na
massa molecular dos polimeros do que proteinas de pequena massa molecular;, pode-
se ter, como exemplo, o coeficiente de partigdo do citocromo ¢ e -gailactosidase, no
sistema com dextran 40 (0,18 € 0,24 respectivamente) com o correspondente valor no
sistema dextran 500 (0,17 e 1,59, respectivamente) { Albertsson et af., 1990).

Pode-se ainda ressaltar que a alteracgdo da massa molecular do polietileno glicol
pode induzir variagbes na composigao das duas fases em equilibrio, como alteragdes
do diagrama de fases, afetando a particdo de materiais biolégicos .(Sarmento et al.,
1994).

Polimeros com diferentes massas moleculares podem eniretanto ser usados
para ofimizar a separag¢do de moléculas de diferentes tamanhos, e o melhor sistema

selecionado podera ser utilizado no “ scale up” desta extragio.
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Nas Tabelas 5.2 e 5.3, pode-se observar os valores de recuperagdo de proteina
total e o fator de purificacdo das enzimas em estudo em todos sistemas testados.
Verifica-se que a percentagem de proteina total recuperada foi inferior & percentagem
de atividade enzimética recuperada ( Figuras 518 e 519) , o que contribui
positivamente para o fator de purificacdo das enzimas; este comportamento foi mais
evidente para ascorbato oxidase do que para protease.

Verifica-se também que a percentagem de proteina total para a ascorbato
oxidase diminui com o aumento da concentragdo do polimero e que, com os sistemas
de PEG 1000 ocorreu um aumento -do fator de purificagdo com o aumento da
concentragéo deste polimero para ambas as enzimas. Para os demais sistemas, a
purificagdo néo foi significativamente influenciada pela concentracdo do PEG. Estes
resultados s&o corroborados com os obtidos por Sebastido et al. (1996) | trabalhando
com extragdo da cutinase em sistemas PEG-Fosfatos, onde o decréscimo do
rendimento em proteina total observado com o aumento do comprimento da “ tie line”
resultou na diminuicdo da atividade total recuperada com o aumento da concentragdo
de PEG1000.

Valores maximos de fatores de purificagdo foram obtidos com sistemas de
PEG1000 para a " tie line “ mais longa, cerca de 4,0 e 22,0 para a protease e
ascorbato oxidase, respectivamente. | |

Analisando o efeito dos parametros testados ( massa molecular do PEG e
comprimento da “tie line”) no fator de purificagio e rendimento do processc de extragéo
da profease e ascorbato oxidase, foi possivel escolher o sistema de duas fases

aquosas formado por PEG 1000 e fosfatos mais adequado para purificagdo destas
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Tabela 5.2- Extracao liquido-liquido de protease a partir de seu extrato impuro usando
sistemas PEG-fosfatos .

Folimero Rendimento em Fator de
e concentragdo proteina total (%) purificagéo
PEG 400
Tie line 1 nao formou
Tie line 2 fases
Tie line 3 40,53 0,82
PEG 1000
Tie line 1 39,00 1,27
Tie line 2 3518 1,76
Tie line 3 26,34 3,94
PEG 3350
Tie line 1 38,26 0,45
Tie line 2 13,00 2,19
Tie line 3 76,00 0.47
PEG 8000
Tie tine O 27.00 1,40
Tie line 1 - 63,00 0.65

Tabela 5.3- Extragao liquido-liquido de ascorbato oxidase & partir de seu extrato
impuro usando sistemas PEG-fosfatos .

Polimero Rendimento em Fator de
e concentracdo proteina total (%) purifica¢do
PEG 550
Tie line 1 30,40 6,80
Tie line 2 14,15 12,50
Tie line 3 18,585 11,80
PEG 1000
Tie line 1 17.87 17,50
Tie line 2 12,63 17,00
Tie line 3 6,84 22,00
PEG 3350
Tie line 1 39,00 2,80
Tie line 2 21,00 4 80
Tie line 3 3,40 2,40
PEG 8000
Tieline 0 58,00 2,60

Tie line 1 35,00 1,20
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enzimas a partir dos seus extratos brutos. Foi assim selecionado o sistema PEG 1000
(19,7% p/p)-Fosfatos de potassio (17,7% p/p). |

O sistema bifasico aquoso escolhido possibilitou um fator de purificagcdo de 4
vezes para a protease e 22 vezes para ascorbato oxidase, embora neste sistema o
rendimento em proteina total foi de 26,4 % e 6,84%, apresentando uma recuperagéo
em atividade de 105% e 149%, respectivamente para protease e ascorbato oxidase.

Como o passo de extragdo liquido-liquido em descontinuo se destinava &
selecdo do melhor sistema para recuperagio da atividade enzimatica e purificagao
para ser utilizado em extragdo continua, foi atribuida maior importancia a obtengio de
uma recuperacdo em atividade e fator de purificagdo elevado, ainda que com prejuizo
do rendimento total da proteina, uma vez que espera-se que, com a extragdo continua

este rendimento em proteina total seja aumentado neste processo.

5.8- Extragdo continua utilizando coluna de discos perfurados rotativos utilizando
sistemas de duas fases aquosas para extragcdo de citocromo b5, protease e
ascorbato oxidase

A recuperagdo e purificagdo de produtos bioldgicos € uma das areas da
biotecnologia que tem despertado maior atencdo e interesse. A selecdo de sistemas
iiquido-liquido apropriados implica a observagdo de regras convencionais bem
definidas em processos de engenharia quimica; diferencas de densidade entre as duas
fases superiores a 5% s8¢ requeridas, a viscosidade de ambas as fases deve ser

inferior a 10mPas e a tensdo superficial situar-se entre 1 a 50 mPam. Estas condigdes
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s&o consideradas imprescindiveis para formacéao de uma dispersao de fases adequada
(Cusak et al., 1991).

Embora os sistemas .bifésicos aquosos apresentem propriedades fisicas bem
diferentes dos sistemas convencionais organico-aquoso empregados em engenharia
guimica, o unico parametro que se encontra dentro dos limites referidos anteriormente
& a diferenca de densidade entre as fases. Contudo apesar destas diferengas, estes
sistemas tém sido aplicados COm suCesso a processos de extracdo liquido-liquido em
grande escala (Hustedt et al., 1985).

Dentre os diversos equipamentos de extragdo liquido-liquido, as colunas de
extrag:éo’ do tipo PRDC, pela sua simplicidade de operacdo e construgdo. constituem
uma das solugdes mais atrativas guando se pretende misturar, equilibrar e separar
duas fases liquidas imisciveis.

A grande vantagem no uso deste tipo de coluna reside no fato da eliminagéo do
emprego de dispendiosas centrifugas industriais, pois em coluna, a separagéo de fases
é promovida pela gravidade, com conseguente ganho econdmico.

Poucas proteinas foram testadas em sistemas bifasicos aquosos para extragao e
purificac@o utilizando colunas de extracao liquido-liquido. Os trabalhos encontrados na
literatura referem-se ac uso de colunas spray e York-Scheibel na extragdo de BSA |
amiloglucosidase e B-galactosidase com sistemas aquosos, € mesmo assim, a partir
de sua forma comercial € de maneira semi-continua.

Dada a escassez de resultadds encontrados na literatura, especiaimente no gue
se refere ao uso de colunas de exiragdo que operem de modo continuo, foram

realizados estudos de extragdo continua com {rés proteinas :citocromo bb, protease e
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ascorbato oxidase a partir de seus extratos brutos com a presenga de fragmentos
celulares. O-s resuitados obtidos estio ilustrados nas Fig_uras 520aeb 521ae b,
522aeb.

A extragéo continua do citocromo b5, protease e ascorbato oxidase foi realizada
em coluna de discos perfurados rotativos (PRDC) ( Figura 3.1 .a e b, doitem 3.4) e em
todos 0s experimentos, a proteina total, a atividade enzimatica e a quantidade de
citocromo b5, foram determinadas , em ambas as fases, apds a extragéo.

Nesta etapa foram avaliadas a transferéncia de massa, a eficiéncia de
separacgao, o rendimento em proteina total, a recuperacdo da atividade enzimatica e ©
fator de purificacdo. Os sistemas PEG-Fosfatos utilizados nas extragbes foram os
selecionados previamente com extragdes descontinuas (“batch”) de céda proteina e as
condicbes de operagdo da coluna foram : velocidade de rotagdo de 140 rpm,
velocidade da fase dispersa de 3mi/min e da fase continua de 1mi/min, com sete discos
perfurados ( dados obtidos dos estudos prévios com a BSA ).

A extracdo do citocromo b5 foi realizada utilizando-se um sistema bifasico
constituido de 18% p/p de PEG 1000 e 16% p/p de Fosfato de poiassio a pH 7.3. No
caso da protease e ascorbato oxidase. o sistema consistia de 19,7% p/p de PEG 1000
e 17,7 % plp de Fosfato de potassio, com pH 7,0 e 6,0 respectivamente.

As Figuras 520a e 520b apresentam os resultados obtidos da exiragdo
continua do citocromo b5. Pode-se verificar um.aumento crescente da guantidade de
proteina transferida a partir dos primeiros 10 minutos da fase rica em PEG para fase

rica em sal ate o final da extragdo, e consequente diminuicdo na fase rica em PEG.
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Figura 5.20 a - Proteina total (-0-) e quantidade de citocromo bS5 (~e-)
extraida na fase salina (extrato), apés extracBo com sistemas PEG
1000-Fosfatos de potassio ( 18% e 16% p/p) e pH 7.3, a partir do seu
extrato bruto na presenga de fragmentos celulares.
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Figura 5.20 b - Proteina total (-0-) quantidade de citocromo b5 (~e-)
residual na fase PEG (rafinado), apbs exiragdo com sistemas PEG
1000-Fosfatos de potassio ( 18% e 16% p/p) e pH 7.3, a partir do seu
extrato bruto na presenca de fragmentos celulares.
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Apods 60 minutos de operacéo cerca de 43% da proteina total foi transferida para fase
salina (fase extrato). Durante todo o periodo do experimento foi observada a presenca
bem definida uma interfase entre as duas fases constituintes do sistema. A quantidade
de citocromo b5 transferida para a fase extrato aumentou durante os 70 minutos de
operagéo, atingindo o valor de 78%.

Na Figura 5.20b esta ilustrado o comportamento da proteina total e citocromo
b5 residual na fase PEG (fase rafinado) apés o processo de extragdo. Os resultados
apresentados tém um comportamento oposto quando comparado com a Figura 520a,
mostrando uma diminuigao aéentuada da quantidade de proteina total e citocromo bd
nos primeiros 10 minutds e uma pequena variagdo destes parémetros até o final da
extragao.

A extragao continua da protease encontra-se apresentada nas Figuras 5.21a e
5.21b , onde observa-se um aumento constante no comportamento de transferéncia da
proteina total e da atividade da fase sal ( rafinado ) para fase extrato, que neste casc é
a fase PEG, sendo este aumento observado até o término do ensaio, quando atingiu
38,54% da proteina total, e diminuicio destes parametros na fase sal (fasé rafinado).
Verifica-se que, apds 10 minutos, ndo foi possivel detectar atividade na fase sal
durante todo o processo; este resultado sugere que a protease tenha sido transferida
totalmente para fase extrato (fase PEG). |

Os resultados obtidos da extragdo continua da ascorbato oxidase estédo
apresentados nas Figuras 5.22a e 5.22b. Pode-se verificar um aumento crescente da

transferéncia da proteina total e atividade da fase PEG (fase rafinado ) para fase



Porto,A .L.F. Resultados e Discusséo 80

E 1 T ¥ d T M T
dew
A W ol -
£ 3
% 15 "Cfg
£ 7 !
2 10 g
.g ] —czg
£ 51
g <
i 4.2
o R
2 2 © & P

Figura 5.21 a - Proteina total (-U-) e atividade proteasica extraida (~e=~)
na fase PEG (extrato), apos extrag&o com sistemas PEG 1000-Fosfatos de
potassio (19,7% e 17,7% p/p) e pH 7,0, a partir do seu extrato bruto.
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Figura 5.21 b - Proteina total (--) e atividade proteasica residual (-e-) na fase
salina {rafinado), apds extragcdo com sistemas PEG 1000-Fosfatos de potédssio
(19,7% e 17,7% p/p) e pH 7,0, a partir do seu exirato bruto.
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Figura 5.22a- Proteina total (-7-) e atividade ascorpato oxidase {~e-) extraida
na fase salina (extrato), apos extracdo com sistemas PEG 1000-Fosfatos de
potassio (19,7% e 17,7% p/p) e pH 6,0, a pariir do seu extrato bruto com

fragmentos celulares.
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Figura 5.22 b - Proteina total (--Je atividade ascorbato oxidase residual (~e-) na
fase PEG (rafinado), apds extragcdo com sistemas PEG 1000-Fosfatos de
potassio (19,7% e 17,7% p/p) e pH 6,0, a partir do seu extrato bruto com
fragmentos celulares.
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salina (fase extrato) durante todo o processo, sendo obtido cerca de 48% e 112%,
respectivamente, de proteina total e recuperagdo da atividade. A partir dos 30
primeiros minutos ocorreu um aumento da atividade acompanhado de um decréscimo
nos ultimos 10 minutos finais.

Pela Figura 5.22b observa-se que a proteina total e a atividade decresce?am
com o tempo na fase PEG (fase rafinado), demonstrando comportamento semeEhante a
extracdo do citocromo b5,

Estes resultados também foram observados por Carneiro-da Cunha et al
(1994), na extragdo de cutinase de meio de fermentagdo em sistemas micelares,
utilizando cotuna. PRDC, onde ocorreu a transferéncia da proteina da fase aquosa
{rafinado ) para fase micelar (fase extrato). Os autores obtiveram maiores quantidades
de proteina extraida (54%) quando comparadas com extragdo em descontinuo (35%), o
que concordando com os dados com os obtidos para as proteinas em sistemas
bifasicos aquosos com o mesmo tipo de coluna.

Os dados obtidos do coeficiente de transferéncia de massa foram para

' respectivamente.

citocromo b5, protease e ascorbato oxidase 0,06, 0,06 e 0,05 min~
Enquanto que os resultados de eficiencia de separacdo foram: 097, 12 e 1,4
respectivamente, para o citocromo b5, protease e ascorbato oxidase. Estes resullados
sugerem que o coeficiente de transferéncia de massa seja aparentemente
independente da massa molecular da proteina a ser extraida; enquanio, os dados de

eficidneia de separagdo parecem demonstrar uma relacio direta com o aumento da

massa molecular da proteina a ser extraida.
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Devido a falta de dados na literatura sobre extragdo continua de proteinas em
coluna PRDC com sistemas bifasicos aquosos, torna-se dificil a discussdo dos
resultados obtidos neste estudo, sendo estes relatados pela primeira vez na literatura.

Com estes estudos, tentou-se conhecer o comportamento de extragdo de
proteinas com massas moleculares diferentes (13.600, 47.0000 e 150.000 Da} a partir
do extrato bruto obtido por fermentagdo ou por extragdo direta do material vegetal. A
extracdo liguido-liquido com sistemas bifasicos aquosos, foi ainda utilizada como
primeiro passo num processo alternativo de isolamento e purificagdo, em um simpies

passo.

5.9-Comparacgao entre os dados de extragio liquido-liquido de modo descontinuo
e continuo do citocromo b5, protease e ascorbato oxidase

A tabela 5.4 permite comparar os resultados obtidos na extragdo descontinua e
continua das proteinas em estudo com sistemas bifésiéos aquosos. Pode-se observar
gque ¢ segundo tipo de extragdo bermitiu um aumento no rendimento em proteina total,
principalmente marcante para a enzima ascorbato oxidase.

Quanto ao falor de purificagdo, para o citocromo b5 o valor foi reduzido a
metade e para as outras proteinas permaneceu praticamente consta_nte. A recuperacio
em atividade e conteudo de citocromo b5 aumentou para o citocromo b5 e protease,

decaindo para a ascorbato oxidase.
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Tabela 5.4- Comparagéo dos resultados obtidos pela extragdo liquido-liquido em
sistema bifasico aquoso com proteinas em modo descontinuo e continuo.

Proteina e modo Rendimento em Recuperagdo em Fator de purificagdo
de extragio proteina total {%) atividade (%)

citocromo b5
descontinuo 37,00 30,00 4 00
continuo 44 .00 78.00 2,00
protease
descontinuo 26,00 105,00 4,00
continuo 38,50 112,00 ' 3,00
ascorbato oxidase
descontinuo 6,80 149,00 22,00
continuo 48,00 _ 1200 22,00

Estes resultados demonstram ser possivel a utilizacdo de colunas de discos
perfurados rotativos para a extragao e purificagdo de proteinas empregando sistemas
bifasicos aquosos, tendo como vantagem ser um processo de extragdo em um unico
passo de purificagdo, enquanto os meétodos classicos de extragdo compreendem

diversos passos de centrifugacao e resuspensao.
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6.0- CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

No presente estudo foi proposto a utilizagdo de uma coluna de discos
perfurados rotativos para extragcdo liquido-liquido de proteinas utilizando
sistemas de duas fases aquosas.

Com base nos resultados experimentais obtidos dentro da faixa de
operacgao trabalhada, podemos concluir que:

1) No estudo da influéncia da velocidade de rotagdo na fragdo retida da fase
dispersa , no coeficiente de transferéncia de massa foi observado um
aumento destes parametros para valores de velocidade de rotagéo inferiores
a 150rpm, tendo-se obtido com a velocidade de 140rpm methores resultados
de Kda (0,06 ™1), a eficiéncia de separacgio apresentou-se independente da
velocidade de rotag@o imposta aos discos;

2} O efeito da velocidade da fase dispersa na fragéo retida da fase dispersa
estudados para sistemas bifasicos aquosos com diferentes composigdes,
demonstraram um aumento crescente deste pardmetro com o aumento da
velocidade da fase dispersa, sendo atingidc maiores valores com a
velocidade de fase dispersa de 3,0 mi/min e 1,0 m! para fase continua. A
frac&o retida da fase dispersa diminuiu com o aumento da composi¢ao do
sistema (aumento da “tie line”);

3) Nos experimentos realizados sobre a influéncia da vazédo tiotal de
alimentagac no coeficiente de transferéncia de massa (Kda) e eficiéncia de
separagdo com diferentes composicOes de sistemas bifasicos aguosos,

observou-se um comportamento independentente do Kda com relagdo ao
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aumento da vazao total de alimentag&o, entretanto maicres valores foram
obtidos com a diminuigdo do comprimento da ‘tie line” para todos 0s
sistemas estudados, contudo a eficiéncia de separagio pérmaneceu
praticamente independente nestas condigdes testadas;

4) Dados relativos a exiragdo descontinua da protease e ascorbato oxidase,
demonstraram que a primeira enzima apresentou particdo preferencial pela
fase PEG (fase superior) enquanto a seguhda demonstrou um
comportamento inverso, sendo sua partigdo preferencial pela fase sal (fase -
inferior). Com relacdo a recuperacgdo da atividade da enzima e fator de
purificacdo , 0s melhores resultados foram obtidos com sistemas PEG 1000--
Fosfato, dados semelthantes sao descritos na literatura para o ci{ocroma bS;

5) Valores obtidos de rendimento total de proteina e fator de purificagéo para
extracdo descontinua do citocromo b5, protease e ascorbato oxidase a partir
de seus extratos brutos , foram 37,0%, 264% , 684% e 4 4 e 22,
respectivamente, que tornam viaveis a aplicacdo desta técnica & extragdo de
proteinas, como primeiro passo num processo de isolamento ¢ purificagao,

6) Os valores oblidos com a coluna de. discos perfurados rotativos para extrac&o
continua de citocromo bS5, protease e ascorbato oxidase a partir do seus
extratos brufos, apresentaram maiores valores de proteina extraida de
44 0%, 38,5% e 48% , respectivamente quando compérados com © sistema
descontinuo. Quanto ao fator de purificagdo permaceu praticamente o mesmo

com os dois sistemas de extragc&o para protease e ascorbato oxidase, exceto
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para o citocromo b5 o valor foi reduzido a metade, contudo apresentou com
um ganho duas vezes maior no conteudo em citocromo b5 total ;

Os dados aqui apresentados, permitiu demonstrar claramente a
possibilidade da utilizagdo de colunas de discos perfurados rotativos para
extragdo de proteinas a partir de seu extrato bruto, sugerindo que este tipo de
equipamento pode ser eficiente em sistemas de duas fases aquosas sem
apresentar problemas de separagdc de fases. Além de ser uma técnica
alternativa aos passos iniciais dos processos classicos de puriﬁcagéo
enzimatica.

Estes s&o os primeiros relatos na literatura sobre a utilizagdo deste tipo
de equipamento utilizando sistemas de duas fases aqubsas para extragao de

proteinas a partir de seus extratos impuros.

6.1- SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

Como todo trabalho de pesquisa, este segue a regra , uma vez que €
praticamente impossivel a obtengdo de um trabalho totalmente completo, e
torna-se importante a apresentagéo de algumas sugestdes para gue possam
contribuir para ¢ melhor esclarecimento da hidrodinamica deste eguipamento

na utilizag&o com sistema bifasicos aquosos, seréo propostos:

e Avaliar novas condi¢fes experimentais { tais como variagdo da razao
de fases, efeito velocidade de rotag8o a valores menores, tempo de

residéncia da fase polimeérica e salina, ), de modo a ampliar cada vez o
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grau de conhecimento deste tipo de extrator em sistemas bifasicos
aquosos;

» Desenvolver estudos de consumo € reciclagem dos reagentes,
permitindo assim uma avaliagdo econdmica para 0 processo neste
tipo de extrator;

e Analisar o tamanho e velocidade de gotas obtida com sistemas
bifasicos aquosos neste tipo de equipamento;

o lIdentificar as condigbes operacionais que provogquem uma inundagao
total no equipamento com sistemas bifasicos aquosos ;

¢ Testar a separacdo de outras biomoléculas, ou mesmo células com
proteinas intracelulares e também estudar a influéncia da

concentragio de proteina e ou células na eficiéncia de extragdo.
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em congressos nacionais e internacionais:

ALF Porto, JL, Lima-Fitho, MR, Aires-Barros, JM.S., Cabral and E B. Tambourgi.
Extraction of recombinant cytochrome b5 from disrupted Escherichia coli cells with na
aqueous two-phase system in a continuous perforated rotating disc contactor,

Biotechnology Techniques, v. 11, n. 09, p.641-643. 1997.

A.LF., Porto, JL. Lima- Filho, MR, Aires-Barros, JM.S., Cabral and E.B. Tambourgi.
Recovery of protease from fermentation broth with two-phase system in batch extraction
and continuous perforated rotating disc contactor. The First European Congress on

Chemical Engineering-ECCE 1, p. 2643-2645, Italia. 1997.

A . LF. Porto, JL. Lima Filho, M.R., Aires-Barros, JM.S., Cabral & E.B. Tambourgi.
Continuous Exiraction of Recombinant Cytochrome bb from Escherichia coli Disrupted
Cells With Aqueous Two-Phase System Using a Perforated Rotating Disc Contactor. V
Seminario de Hidrélise Enzimatica de Biomassas V SHEB , 08-13 de dezembro de

1996, Maringa-PR .

ALF. Porto, JL. Lima-Filho, M.R., Aires-Barros, JM.S., Cabral and E.B. Tambourgi.
Recovery of a Recombinat Cytochrome b5 and Extracelular Protease from fermentation

Broth with Agueous Two-Phase system in Continuous Perforated Rotating disc
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Contactor. 19" Symposium on Biotechnology for Fuels and Chemicals, 4-8 de maio

de 1997, Coiorado-USA.

ALF. Porto, J.L., Lima-Filho, M.R., Aires-Barros, JM.S., Cabral and E.B. Tambourgi.
Continuos extraction of recombinant protein with aqueous two-phase system using a
perforated disc contactor, 13" International Congress of Chemical and Process

Engineering -CHISA™98, 23 a 28 de agosto, 1998, Praga-Czech Republic, aceito.

- ALF., Porto, J.L., Lima- Filho, MR Aires-Barros, J.M.S., Cabral and E.B. Tambourgi.
Extraction and purification of ascorbic oxidoreductase withg aqueous two-phase system
inbatch and in a continﬁos perforated rotating disc contactor, IV Iberian Congress on
Biotechnologyd American Meeting on Biotechnology.12 a 15 de julho de 1998

Guimaraes-Portugal, aceito.

ALF. Porto, JL. Lima-Filho, M.R,, Aires-Barros, JM.S., Cabra! and E.B. Tambourgi.
Protease mass a transfer and separation efficiency sdudies in aqueous two-phase
system using perforated rotating disc contactor, 12° Congresso Brasileiro de

Engenharia Quimica- 12 COBEQ 98, setembro de 1998, Porto Alegre-RS, aceito.

ALF. Porto, JL, Lima-Filho, M.R., Aires-Barros, JM.S., Cabral and E.B. Tambourgi.
Recovery of protease from fermentation broth with agueous two-phase system in batch
extraction, XXVI° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica ¢ Biologia

Molecular, 3 a 6 de maio de 1997, Caxambu- MG.
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ALF. Porto, JL. Lima- Filho, M.R., Aires-Barros, JM.S., Cabral and E.B. Tambourgi.
Partitioning and purification of ascorbic oxidoreductase in agqueous two-phase systems,
XXVil" Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular,

23 a 26 de maio de 1998, Caxambu- MG.
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