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RESUMO

No presente trabalho s&o apresentados estudos sisteméticos da
influéncia conjunta que alguns parametros exercem sobre a transferéncia de
massa entre as fases de um sistema de extrac@o liguido-liquido com micelas
reversas; nas etapas de extracdo e re-extracdo, para fins de caracterizacgéo,

modelagem local e otimizagao.

Como o sistema € intrinsecamente multivaridvel, uma aproximacéo por
modelagem mecanistica ou fenomenolégica seria de grande complexidade, e,

até o presente momento a litertura sobre o assunto é infima; além de néo

explicar o sistema como um todo no concernente a transferéncia de massa.

Assim a proposta adotada é a construcdo de modelos matematicos
empiticos que combinem dados experimentais e artificios estatisticos tais
como o método de analise por superficie de resposta, afim de suplantar a
escassez de dados e também pelo mesmo constituir uma metodologia rapida e

pratica na solugéo de sistemas de engenharia e projeto.
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ABSTRACT

in this work, systematic studies are performed on the influence certain
parameters have on mass transfer between the phases of. a reversed micellar
liquid-liquid extraction system, concerning forward and back extraction. The
goal is the system mathematical characterization and to achieve optimal mass

transfer conditions, under a certain region.

The system characteristics is to have a couple of variables having
sinergetic influence on mass transfer; so a phenomelogical approach would be
of great complexity. The evidence of this fact is that few literature exists in this
field, and the previous studies are not overviewening nor describing the mass

transfer process of the system efectively.

Facing these facts, the construction of mathematical models combining
experimental data and statistical artifices such as response surface method
would fit the multivariable requests of the system concerning mass transfer
explanation. This approach also constitute a fast and practical methodology for
solving the engineering and project requirements for the system.
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1 INTRODUCAO

Somente em 1995 o mercado de enzimas movimentou em tormo de U$
30,000,000.00 (Godfrey e West, 1996), sendo estes resultados decorrentes de
um mercado em franca expans@o. Porém, os protocolos existentes para
purificacdo de enzimas constituem-se na sua maioria de varias operagtes com
baixos rendimentos, tornando o produto oneroso devido ao seu alto custo
industrial. Neste sentido, o emprego da extracao liquido-liquido vem eliminar
ou sinergizar o uso de algumas destas operagbes com vantagens, pois ao
contrario da maiotia dos processos exclusivamente em batelada existentes tais
como a cromatografia, os sistemas liquido-liquido podem ser aplicados em
continuo; ou até mesmo como etapa de pré-purificagdo cromatogréfica
(Giovenco et al., 1987).

Os processos classicos de exiracao liquido-liquido consistem na
separacdo dos componentes de uma mistura por contato entre duas fases
liquidas imisciveis, explorando-se a diferenga de potencial quimico entre um
dos solutos e os solventes para promover a transferéncia preferencial do
mesmo entre uma fase e outra.

Embora tal processo possua um vasto histérico de aplicagdes em larga
escala bem sucedidas nos mais variados segmentos industriais (como
petroquimico e farmacéutico), apresenta contribuicdo ainda muito modesta na
purificacdo de bioprodutos tais como proteinas. Algumas caracteristicas
especificas das proteinas como moléculas em relacdo a aplicagédo direta e
exclusiva dos solventes organicos regularmente utilizados nos processos

convencionais sao responsaveis por este fato, tais como:
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» as proteinas globulares em sua maioria sdo insollveis nos solventes
apolares;

* o0s solventes organicos apresentam baixa ou nenhuma seletividade em
relacgdo as proteinas e seus contaminantes;

e a exposicéo direta da proteina ao solvente pode causar sua desnaturagéo
total ou parcial através de sua modificacédo estrutural.

Assim, uma das solugdes apontadas para sanar estes problemas e
viabilizar a extracdo liquido-liquido como processo de separacado de proteinas
foi proposta inicialmente por Luisi et al. (1977, 1979) e Martinek et al. (1978),
através da utilizagé@o de sisternas biomiméticos, ou seja sistemas que tivessemn
caracteristicas analogas ao comportamento das membranas celulares semi
porosas dos seres vivos. O sistema proposto consiste na adaptacdo do
solvente orgénico em combinagdo com caracteristicas especificas de
surfatantes, para que o ambiente criado forme microemulsbes com
propriedade de acondicionar as proteinas sem desnatura-las; e ainda com as
vantagens de conferir-lhe certa seletividade e manter a imiscibilidade com
solventes polares. Estes sistemas foram batizados devido as suas

particularidades de sistemas de micelas invertidas ou micelas reversas.

Em sistemas de micelas reversas, a transferéncia de uma fase a outra e
a seletividade ndo estd ligada principalmente ac potencial quimico das
substancias constituintes, mas sim a uma diversa gama de fatores intrinsecos
das macromoléculas protéicas frente ao meio, tais como diferenca de cargas,

hidrofobicidade e relagdo de tamanho proteina versus micela reversa.

Devido a complexidade dos varios fatores intrinsecos ao sistema e suas
influéncias na transferéncia de massa no sistema de micelas reversas, o
estudo por planejamento fatorial seguida da modelagem estatistica e analise

por superficie de resposta mostra-se como ferramenta atraente para répida

2
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caracterizacdo destes sistemas em projetos de engenharia ou para obtencéo

de pontos operacionais otimizados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRIPSINA

A tripsina é a mais abundante das proteases produzidas pelo pancreas
dos animais e do homem. Ela € sintetizada pelas células exdcrinas do
pancreas na forma do zimégeno tripsinogénio. Sua ativagao ocorre somente
apés sua secrecdo no lumen intestinal pela agdo catalitica da enzima
enteroquinase a qual se encontra liberada na mucosa intestinal quando em
contato com o quimo, em concentragbes que variam de 200 a 800 g/l. O
tripsinogénio também pode ser ativado de forma autocatalitica pela propria
tripsina formada (Guyton, 1992).

A tripsina desdobra as proteinas total e parcialmente digeridas em
peptideos de varios tamanhos, porem somente em condigbes especiais ird
clivd-las & aminodcidos livres. Sua acdo de hidrélise é especifica, atacando
ligagOes peptidicas nas quais o grupo carboxilico € fornecido pela arginina ou
lisina. O pH 6timo de atividade catalitica da tripsina é de 7,7 a 30 °C
(Lehningher, 1970). Entretanto, na forma cristalina mantém até 20% da
atividade catalitica maxima em solugdo aguosa na faixa limite de pH
compreendida enire 6 e 9 (Asgeirsson, 1989). Seu ponto isoelétrico ou pl é de
10,8 (Walter e Johansson, 1994).

Ha mais de 5 décadas utiliza-se tripsina em grande escala na industria,
o que tem gerado uma enorme gama de artigos e estudos de aplicagdo nos
mais diferenciados graus de pureza. Destacando algumas aplica¢Oes das mais

citadas, é utilizada em anti inflamatérios medicinais, como clarificadora de
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cerveja, em pool enzimatico para detergentes, no tratamento de 1a ¢ como
auxiliar no desenvolvimento de membranas e biosensores (Bailey e Ollis,
1986).

2.2 MICELAS

Surfatantes sdo moléculas que possuem caracteristicas anfifilicas, ou
seja, possuem na mesma molécula uma porgédo hidrofilica ou polar,
denominada cabeca, e uma porgéo hidrofébica ou apolar, a qual é referida
como cauda.

Quando em meio aquoso, tendem, em determinadas condigbes e
concentragdes, a naturalmente autoorganizarem-se formando estruturas
esféricas ou elipsoidais denominadas micelas; expondo suas porgdes
hidrofilicas ac meio, e por conseguinte retraindo sua porgao hidrofébica ao
interior das micelas (Volpe e Silva-Filho, 1995). Ja na situacdo da solubilizagéo
de surfatantes em meio orgénico, ocorre devido as caracteristicas apolares do
meio a invers&o da conformacao micelar, ou seja, a estrutura micelar mantém-
se. Porem, neste meio, a porcao hidrofébica € que fica exposta e a porgéo
hidrofilica se retrai para o interior da micela Luisi et.al (1977). Nesta situagéo,
temos a chamada micela reversa; aglomerados moleculares analogamente
elipsoidais ou esfeéricos, cujo nucleo por suas caracteristicas hidrofilicas pode
em determinadas condigdes reter agua, a qual fica parcialmente protegida do
contato com o solvente orgénico pelo agregado de moléculas de surfatante. E
neste nlcleo, ou piscina como se referem muitos autores que a proteina pode
ser acondicionada sem perda de atividade.

A auto-organizacdo do surfatante em sistemas micelares para

purificacdo de proteinas depende basicamente do equilibrio em um sistema
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ternario, constituido pelo solvente organico, agua e surfatante; variando-os de
maneira a atingir-se a concentragao micelar critica (CMC) ou seja, a faixa de
concentragdes onde ocorre a formacdao de micelas. Na figura 2.1 estao
ilustradas as condi¢des para ocorréncia da CMC, assim como as demais

aglomeragdes moleculares para o sistema AOT/Agua/lso octano.

Figura 2.1 Diagrama de fases com as variadas estruturas possiveis no sistema AOT/Iso

octanofAgua. a - micelas reversas; b - cristais liquidos lamelares: ¢ - aglomerados de moléculas
em estruturas hexagonais e cibicas (adaptacio de Stiibs e Lindman, 1984)
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Do ponto de vista estrutural, define-se as micelas invertidas como sendo
aglomerados moleculares relativamente ordenados, caracterizadas por um raio
médio, um numero de agregagdo e densidade de empacotamento bem
definidos (Martinek et.al,1989; Bordi e Cametti 1998). S3o esfruturas
dindmicas, e ndo rigidas; que ao colidirem trocam moléculas de tensoativo e
componentes do interior da micela entre si e enire a solucdo, com elevada
velocidade (Luisi et.al, 1988). Apesar desta mobilidade o tensoativo forma
uma interface bem definida tornando o centro hidrofilico praticamente
impermeavel ao solvente orgénico (Martinek et.al.,1986; Luisi et.al.,1988).

A caracteristica de retencao de agua na micela também & importante,
podendo-se medi-la através de um pardmetro conhecido como Wo, ou seja
“water in oil”; definido como sendo a relagdo entre a concentragdo de agua
presente na piscina pela concentracéo de tensoativo:

Wo = -—-~—---~—-——[H2 0]
[tensoativo |

(Eq. 2.1)

Para alguns autores, este pardmetro é de extrema importancia no
sistema de micelas invertidas pois determina a maioria das propriedades
fisicas e estruturais das micelas. Do valor deste pardmetro podem ser
determinados o nimero de motéculas de surfatante por micela e o raio micelar.
Ruckenstein e Karpe (1991) e Luisi ef.al. (1988) a partir de consideragoes
como assumir as micelas invertidas possuindo uma geometria esférica
relacionaram teoricamente o parémetro Wy com outros parametros estruturais
das micelas como o raio micelar médio (r, em Angstrons) o ndmero de

agregacao (Nag) e a concentragio molar de micelas (CM, em Moles.dm™®), a
partir das equagdes 2.2, 2.3 e 2.4.
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r=1,64 Wo (Eq. 2.2)

Nag=0,611 Wo (Eq. 2.3)
Al

oM = 1,64 290 (Eq. 2.4)

A validade destas equacdes foi testada por varios autores,
apresentando boa aproximagdo. Castro e Cabral (1988) confirmaram os
valores preditos através de andlise com Raios-X, por espalhamento de luz
(light scatering), por ultracentrifigagdo e por ressonancia magnética nuclear
(RNM). Lundgren et.al. (1998) testaram através de meétodos fluorimétricos e
por espectroscopia.

Obtido o valor do tamanho da micela, e conhecendo-se o tamanho da
proteina pode-se verificar previamente se a mesma pode ser encapsulada; ou
ainda, em que condigbes teriamos a expulsdo da mesma da micela, pelo
encolthimento desta ultima, o qual constitui fator importante na re-extragdo da

proteina da fase orgénica.

Embora 0 mecanismo de solubilizacao e acondicionamento das
proteinas nas micelas néo esteja satisfatoriamente solucionado, alguns
estudos e modelos ja foram propostos (Martinek etal, 1986; Dungan
et.al.,1991; Paradkar e Dordick, 1994; Mandal et al, 1998). Embora os
modelos ndo expliquem satisfatoriamente o processo de solubilizacdo como
um todo; desde os trabalhos de Géklen e Hatton (1985,1987) sabe-se que as
proteinas podem ser eficientemente separadas e recuperadas por extracido
liquido-liquido utilizando sistemas de micelas reversas, apenas manipulando-
se parametros do processo.
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2.3 PARTICAO DE PROTEINAS EM SISTEMAS MICELARES

A particéo de proteinas em sistemas micelares tem como principal forca
motriz a utilizagdo de tensoativos ibnicos especiais em solucdo organica;
contatando-se com uma sougao aqubsa, e regulando-se a transferéncia
preferencial da proteina entre as fases pela alteragdo dos pardmetros do

sistema.

A recuperacdo de proteinas neste tipo de sistema se da através do
contato de uma salmoura em pH controlado contendo a proteina com uma
solug@o organica contendo o tensoativo. Nesta primeira operagéo, de extragao,
a proteina ira migrar da fase aquosa para a orgénica, o que em termos praticos
é muito interessante pois esta fase aquosa poderia ser por exemplo ¢ mosto
aquoso de um meio de fermentagdo. Assim, em termos operacionais seria
como se contatassemos o caldo fermentado diretamente com a fase orgéanica,

apenas acertando o pH e a forga ibnica do caldo aos niveis desejados.

Sendo o sistema micelar relativamente seletivo, muitos aminoacidos e
residuos celulares indesejaveis sdo ja descartados nesta operacdo. A etapa
seguinte constitui-se em recuperar da fase orgénica a proteina com um grau
de pureza maior ou mais concentrada. A esta segunda etapa denomina-se re-
extragcdo, e constitui-se do contato da fase orgénica enriquecida com proteina
com uma nova fase aquosa com forca idnica e pH controlados de maneira que

preferencialmente a proteina migre & esta nova fase aquosa.

Este topico tem gerado inuUmeros artigos, que em sua maioria investigam
somente a primeira etapa, ou seja a extragdo. Poucos s&o os trabalhos que

investigam o processo de maneira a englobar também a re-extracédo. Neste
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sentido destacam-se os trabathos de Dekker et al (1986) e Carneiro-da-Cunha
et.al. (1994).

Para obter-se a transferéncia entre fases de maneira a caracterizar e
otimizar o processo de extracado; faz-se necessario a compreensdo de como
alterar as propriedades do sistema para promover a particio de proteinas e
assim manipular estes fatores em prol de se obter a transferéncia para a fase
desejada. Assim é necessario primeiramente a investigagéo de como cada
propriedade pode participar individualimente, contribuindo na modificacdo das

caracteristicas do sisterna como um todo.

Diversos estudos de sistemas micelares ja foram conduzidos, tanto
tentando explicar a transferéncia de massa por aproximac¢des de difusao
classica (Dekker etf.al, 1986; Dekker etf.al., 1989; Ruckensiein e Karpe, 1990; e
Paradkar e Dordick, 1993), comoc modelagem mecanistica e termodinamica
(Viachy et.al., 1993; Brandani et.al, 1994). Porém os modelos apresentados
ou nao explicam o sistema satisfatoriamente, ocu apresentam uma faixa de
aplicagdoc muito restrita ou entdo tem desvios muito grandes em relagdo a

resultados obtidos experimentalmente.

2.4 INFLUENCIA DOS PARAMETROS DO SISTEMA

2.4.1 SURFATANTE

Quanto ao surfatante para sistemas micelares, & importante a

classificagdo de acordo com a carga de sua porgdo hidrofilica, em catidnico,

anidbnico ou neutro. A escolha de qual surfatante serd melhor aplicada ao
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processo de separagdo dependera de caracteristicas da proteina e do sistema

em si.

Dentro da categoria dos surfatantes aniénicos, um dos mais utilizados para a
formacao de micelas € o AOT (di-octil sulfosuccinato de sédio} ou Aerosol-OT,
o qual sera utilizado no presente trabalho. O AOT possui uma cabega anidnica
pequena e duas caudas hidrofobicas, o que teoricamente ihe confere maior
estabilidade na formagao de micelas, solublilizando ou nao proteinas (Albery et
al., 1987). Outra vantagem da utilizagdo do AOT, em relagdo aos demais, é a
facilidade para formagao de micelas invertidas sem a presenca dos chamados
co-tensoativos. A espontaneidade de formacdo da micelas estd relacionada
com a capacidade de solubilizagao de agua (cerca de 100 moles de agua por
mol de surfatante), que no caso de AOT é facilitada pela possibilidade de
rotacdo do grupo etano em torno da ligagdo carbono-carbono existente na
porgéo hidrofilica do surfatante.

Os tensoativos catidbnicos constituem também uma vasta classe,
compreendendo por exemplo a dos halogenetos de alquil-aménic (CTAB,
TOMAC, TTAB); os fosfolipideos, como a fosfatidilcolina e os surfatantes
derivados de poli-éxidos de etileno (Tween, Span, Triton), somente para citar
alguns. Necessariamente estes surfatantes necessitam um co-surfatante para
a formagéao de micelas. Entretanto, como ja descrito anteriormente, pode haver
a necessidade imprescindivel do uso dos mesmos de acordo com

propriedades da proteina frente ao sistema.
A aplicagao de tensoativos neutros, tais como o polietilenogiicol (PEG)

esta mais associado a um outro tipo de sistema que nao o micelar; o sistema

aquoso bifasico, onde as duas fases em contato constituem-se de agua.

11
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O ponto isoelétrico (pl) da proteina é quem definira a escolha do tipo de
surfatante para sistemas micelares, se anibnico ou catidnico. Para situagbes
onde necessita-se trabathar com a proteina em valores de pH abaixo de seu
pl, a mesma apresentara distribuicdo de estado de ionizagdo dos residuos
positiva; portanto para uma melhor transferéncia de massa preferencialmente
escolheria-se um tensoativo anidnico. Para o caso contrario, ou seja, o pH do
sistema acima do pl, o valor da distribuicdo de cargas na molécula de proteina
seria negativa, portanto o surfatante preferencialmente escolhido para

promocgao de transferéncia entre as fases seria o catidnico.

QOutro importante fator relacionade com tensoativos é a sua
concentracdo. Goklen et.al (1986) afirma que aumentando-se a concentragédo
de tensoativo, aumenta-se a capacidade de retencdo de dgua na fase organica
e por conseguinte ha um aumento no tamanho das micelas formadas, pelo
aumento do nimerc de agregagédo de moléculas de tensoativo; desde que se

respeite os limites impostos pelo diagrama de equilibrio do sistema.

Este fato pode vir a ser desejavel ou néo, pois o sistema em questao
pode possuir proteinas indesejaveis de grande porte que poderiam vir a ser
solubilizadas. Embora o mecanismo para explicar este tipo de efeito nao esteja
satisfatoriamente explicado, Chang et.al. (1994} constataram
experimentalmente por analise de dispersdo de luz que ha um aumenio
significativo do raio micelar com o aumento da concentrag&o de tensoativo na

faixa estudada, compreendida ente 25 2 250 mM de tensoativo.

2.4.2 SOLVENTE ORGANICO

Com relagdo aos solventes, a premissa basica para a sua utilizag@o no

sistema de micelas invertidas € que seja imiscivel com a agua, pois além de
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ser o meio mais convencionalmente utilizado em fermentacdes, a mesma
constitui um dos solventes mais comuns da primeira etapa da maioria dos

protocolos de purificago, a lixiviagao.

Entre os solventes orgéanicos utilizados como meio dispersivo na
formacgdo de micelas, destacam-se os hidrocarbonetos alifaticos, como o n-
octano, isooctano e n-heptano; porém os aromaticos como ¢ benzeno e o
xileno e os halogenados como o cloroférmio também podem ser utilizados
(Luisi et.al.,1988; Luisi e Magid,1986). Chang et.al. (1994) e Chang e Chen
(1995) obtiveram bons resultados de recuperacdo e atividade enzimatica,
utilizando querosene como solvente organico para formacéo de micelas, sendo

esta uma alternativa atraente em termos de redugdo de custos com reagentes.

Qutra caracteristica vital para a escolha de solventes organicos € que os
mesmos nao desnaturem a proteina quando utilizados em sistemas micelares.
Trabalhos como os de Chang e Rhee (1990) e Han e Rhee (1986)
investigaram a influéncia de varios solventes quanto a atividade enzimatica,
determinando empiricamente que para as enzimas estudadas o isooctano seria

o solvente que menor influéncia teria na desnaturacéao.

Laane etal(1987) obtiveram empiricamente algumas regras para
otimizagdo da escolha do tipo de solvente orgénico em micelas invertidas,
baseadas no logaritmo do coeficiente de particao do solvente (log P). Segundo
estes autores, a catdlise enzimatica é altamente favorecida em valores de log
P maiores do que 4,0. A hipotese mais plausivel é de que os solventes com
maior grau de polaridade poderem interagir com a agua intramicelar,
desestabilizando as enzimas encapsuladas no interior das micelas. Para fins

quantitativos, o isooctano por exemplo possui log P de 4,5.
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Creagh etal (1993) estudaram através de espectroscopia de
ressonancia paramagnetica de elétron o comportamenio da alfa-quimiotripsina
verificando que sistemas de micelas reversas de AQT/isooctano pouco afetamn
a enzima estruturalmente; e constataram que alem da enzima manter sua
atividade, em determinadas condi¢Ses de extracdo até houve um aumento do
poder catalitico da mesma.

2.4.3 SAL

Segundo alguns pesquisadores como Hatton et.al. (1987) e Liu et.al.
(1998) os efeitos principais que podem ser inferidos sobre a atuacéo da forga
idbnica sdo de modificagcido das interacdes eletrostaticas do sistema, causando
efeitos como “salting in” (S1) ou “salting out” (S0), por exclusdo ou incluséo

molecular de acordo com a concentragéo de sal no sistema.

Porém, segundo estes mesmos pesquisadores, o principal efeito da
acdo salina se da pela alteragdo na forga idnica modificado o equilibrio
existenies entre as forgcas de repuisao eletrostaticas entre os grupos polares do

surfatante, causando expansao ou retragdo do tamanho da micela.

Kennedy e Cabral {1993) porém afirmam que dependendo da
concentracao molar da solugéo tampao adicionada para controle de pH pode-
se promover a separacdo de fases segundo os mesmos principios, sem a
necessidade intrinseca da adicéo de sal.

Naoc somente a concentragdo, mas também o tipo de sal pode vir a

influenciar a transferéncia de massa entre fases. Marcozzi et al. (1991) e Leser

et al. (1992) estudaram a influéncia de diferentes tipos de sal usados na fase
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de extragao e a influéncia global desta variavel, comparando o rendimento

obtido na re-extragao.

2.4.4 pH

O valor de pH determina a taxa de dissociagdo dos residuos carregados
que compode a estrutura priméaria da proteina, e assim a distribuicdo de cargas
da molécula protéica em fase aquosa. Por conseguinte hd o efeito da
promocéo de transferéncia da mesma entre as fases.

Porém, alguns autores (Luisi ef al., 1979; Castro et al., 1988) obtiveram
transferéncia de proteina em situagBes contrarias as ja descritas, ou seja;
trabathando com a proteina apresentando sinal de distribuicdo de cargas
idéntico ac da cabecga ibnica do surfatante. Neste caso, a explicagdo mais
plausive! € de que a transferéncia para a fase micelar dos sistemas estudados
seja controlada majoritariamente por interacdes hidrofébicas da enzima frente
ao meio.

Outro importante cuidado concernente ao pH seria a observacao para
que se operasse o sistema dentro da faixa em que a proteina ndo se
desnature. Esta observac@o primariamente observada para o solvente orgénico
estende-se as concentragtes de sal e de tensoativo, e constitui limites para os

estudos de otimizagao do sistema.

2.5 EXTRAGAO

Fatores de ordem mecénica como velocidade de agitagdo, razéo

volumétrica entre as fases e método de contato exercem enorme influéncia na
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transferéncia de enzima entre as fases; e sdo de extrema importdncia se o
estudo do sistema tem a finalidade de resolugdo de projetos ou interesses de

engenharia.

Poucos s@o os autores que focaram estes fatores na extracio;
destacando-se os trabalhos de Nishiki ef al. (1993) que estudaram a influéncia
da velocidade e tempo de agitacdo assim como a razdo entre as fases
organica e aquosa para a extragado de varias enzimas em sistemas micelares;
e de Maizke et al (1992), que estudaram varios meétodos de injecéo e
solubilizagdo, inclusive contato da enzima em estado sdlido com a fase
organica. Regalado et al. (1994) também efetuaram estudos quanto a

influéncia da transferéncia na extracao quanto a razao entre fases.

QOutro fator de relevancia tanto na exfragdo quanto na re-extracéo é a
temperatura, principaimente se pretende-se operar o sistema em regides onde
a variacdo de temperatura seja muito acentuada. Para a maioria das enzimas,
a faixa de atuacdo ideal é a compreendida entre 10 °C e 38 °C; entretanto isto
ndo constitui uma regra geral, necessitando estudar-se cada caso
particularmente. A tripsina por ser uma enzima de origem animal, em especial
dos mamiferos, tem faixa de atividade catalitica proxima a faixa de

temperatura corporea dos mesmos.

Os cuidados minimos guanto a temperatura € que a faixa de trabatho
nao esteja compreendida na regido de desnaturacdo da enzima em questédo. O
ideal seria a operagdo na temperatura de maxima atividade catalitica da

enzima, caso deseje-se ulilizar diretamente a solugéo de re-extragéo.
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2.6 RE-EXTRACAO

Valem para a etapa de re-extracdo os mesmos comentdrios sobre a

influéncia de fatores mecénicos mencionados anteriormente para a extracéo.

Segundo alguns autores, para muitas aplica¢tes de enzimas o grau de
pureza alcancado pelo emprego de sistemas de micelas reversas por sisé ja é

satisfatério, ndo necessitando outras etapas posteriores de purificagéo.

Nitin e Luisi (1989), Leser etal (1993), Dahuron e Cussler (1988)
realizaram estudos modificando o procedimento classico de re-extracdo em
sistemas micelares, obtendo enzimas ja na disposicao final para uso como
catalisadores. Respectivamente, eles imobilizaram a fase organica em gel de
poliacrilamida; utilizaram esferas de silica em contato com a fase organica e

imobilizaram a fase orgénica em fibras semi-porosas.

Carlson e Nagarajan (1992) estudaram a adicdo a fase orgénica de
substancias desestabilizadoras de micelas, tais como alcoois, para liberagdo
das enzimas na re-extracdo. No artigo sdo reportados fatores de recuperacao
de quase 100%, entretanto nada € mencionado quanto a atividade enzimatica
da proteina obtida por esse método. Este método é particularmente
interessante, pois posteriormente o dlcool pode ser separado do solvente

organico por outra extragdo liquido-liquido, sendo estes reagentes
reaproveitados no processo.

A constatac@o do fato que enzimas podem ser purificadas ou obtidas de
maneira mais concentrada que na solugdo inicial pelo processo classico de
micelas reversas foi constatada por varios autores (Nishiki et.al, 1995; Alves
et.al. 1995). Vale citar o trabalho de Hentsch etal (1996), que investigou a

eliminagdo de tragos de AOT da fase aquosa de re-extragdo por simples
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didlise. Como resultado deste estudo, chegou-se a conclusdo que nao apenas
se ganharia em eficiéncia mas também em eficacia se as condigcbes
operacionais estivessem préximas da concentragdo de AOT minima requerida

por cada sistemna; devido a menor contaminagao de tensoativo.

2.7 METODOS ESTATISTICOS
2.7.1 PLANEJAMENTO FATORIAL

O planejamento fatorial constitui uma ferramenta estatistica para
realizacdo de estudos sobre um determinado fendmeno gue possua muitas
variaveis de maneira organizada e com objetivos bem planejados, reduzindo os

experimentos a um numero minimo necessario.

Possibilita ainda a constatacdo de quais varidveis s@o de maior
importancia para determinados resultados do processo, sua influéncia
individual e as interagdes que todas as variaveis possuem enire si,
concernente a resposta global do fenbémeno. Quando rigorosamente aplicado,
o método gera a possibilidade de avaliar os erros experimentais e de
regressao, e a modelagem matematica empirica dos resultados em fungéo das
variaveis escolhidas, caracterizando assim o fendmeno. Toda a metodologia

descrita a seguir é detalhadamente explicada por Box et.al., (1978).

A construcdo de um planejamento fatorial comeca pela escolha do
numero de niveis em que se deseja estudar para cada varidvel do sistema, e
assim efetuar experimentos em todas as possiveis combinagdes. Por exemplo,
se fosse decidido pelo estudo em dois niveis de “n” variaveis, teriam de ser
efetuados 2" experimentos. Se a opgdo fosse por trés niveis, teriamos 3"

experimentos e assim por diante. Obviamente, se o pesquisador deseja
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minimizar o numero de experimentos, o estudo em 2 niveis & recomendado,

sendo bastante eficaz para a maioria dos sistemas.

A segunda etapa do método é a escolha estratégica de um ponto de
ensaio com valores definidos pela média intermediaria entre os dois niveis
escolhidos de cada variavel, e a realizagao de ensaios em triplicata para este
ponto. Assim, apos a obtengdo de todas as respostas pode-se:

e ajustar um modelo matematico de 12 ordem para correlacionar variaveis e
respostas;

« calcular os efeitos individuais e de interacao das variaveis sobre a resposta;

« estimar os erros experimentais associados aos ensaics;

+ determinar quais sao os efeitos mais significativos sobre a resposta,

comparando o valor do efeito com o do erro experimental estimado.

Para avaliar se os modelos empiricos apresentam um grau de ajuste
adequado aos dados experimentais € necessaria uma andlise estatistica,
utilizando o coeficiente de correlacdo da regressao e o valor estimado para o
teste F.

O coeficiente de correlagao € um parametro estatistico que compara a
variéncia dos pontos experimentais em relacdo ao modelo proposto, com a
varidncia da prépria populacdo de pontos experimentais. Quando o valor do
coeficiente é 1, a correlagdo entre os valores previstos pelo modelo e os
valores experimentais & perfeita. Quando este valor é zero ndo existe
correlagdo. A andlise dos valores intermediarios ndo pode ser expressa de
forma tdo simples, mas em termos qualitativos, quanto mais préxima da
unidade este valor for, melhor serd o ajuste do modelo aos dados

experimentais.
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O teste F constitui a comparacéo do valor estimado para F a partir dos
dados experimentais com o valor tabelado para uma distribuigao de referéncia.
E possivel verificar a relevancia estatistica dos fatores experimentais no valor
das respostas. O fundamento do teste F consiste em verificar se a hipétese
nula € valida, isto € se as modificagbes introduzidas nas condigdes
experimentais nao tiveram nenhum efeito nos resultados obtidos. Neste caso,
a variagdo nos valores dos resultados foi devida exclusivamente a fatores
aleatérios. Assim, consultando uma distribuicdo de referéncia, relevante para o
sistema em estudo, se as variagcbes nas respostas observadas
experimentalmente apresentarem alta probabilidade de pertencerem a esta
distribuicdo, ndo ha razdo para questionar a hipdtese nula, do que se conclui

que néo foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa.

Por outro lado, se as variagbes observadas experimentalmente nas
respostas forem muito grandes, a probabilidade de ocorrerem naturalmente na
distribuicao de referéncia serd muito pequena. Neste caso, pode-se afirmar
que uma diferenga estatisticamente significativa foi encontrada e os dados
experimentais sdo representados pelo modelo proposto com um aklio nivel de
confianga.

2.7.2 ANALISE POR SUPERFICIE DE RESPOSTA
Apés a caracterizac@o previa do sisterna pelo planejamento fatorial; para
sua otimizagao, ou seja, pesquisa de regides de maximo ou minimos valores
na resposta, pode-se recorrer ao método de andlise por superficie de resposta.
Efetuam-se mais experimentos seguinde a tendéncia desejada

apresentada pelas respostas do sistema em estudo, até obter-se uma inflexdo

nos valores de resposta ou que o coeficiente de correlagio tenda a zero, ou
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seja uma regido onde ¢ modelo de primeira ordem nao seja valido. Nestas
regibes sao efetuados experimentos de modo a ajustar a resposta a um
modelo de segunda ordem. Desde que seja testada a correlagdo dos modelos
destas regioes, € 0s mesmos apresentem bons ajustes, pode-se inferir o ponto

étimo de resposta do sistema.

Alguns autores ja utilizaram esta ferramenta estatistica em sistemas de
micelas reversas; porém curiosamente, ndo hé noticias sobre a investigacéo
ou caracterizagdo da transferéncia de massa nas fases de extracdo e re-
extracdo de uma maneira global explicada através dos estudos de seus

parémetros.

Dentre as aplicagdes da metodologia de superficie de respostas a
sistemas micelares concernentes a transferéncia de massa, destacam-se os
trabalhos de Bompensiere ef.al (1998) que estudou a influéncia conjunta da
conceniragao de tensoativo e concentragdo salina na purificagao de uma
enzima, e de Pyle et.al. (1994), obtendo dados sobre a agéo conjunta exercida
pelo pH e concentragao salina para otimizagéo de atividade.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a execucdo deste trabalho, os experimentos agruparam-se em
duas etapas consecutivas: ensaios de triagem das variaveis e ensaios para

confeccao de superficie de respostas.

3.1 DEFINICAO DAS VARIAVEIS

Nesta etapa, utilizando um estudo por planejamento fatorial consegue-
se estipular quais parametros sao de relevancia na transferéncia de massa em
sistemas micelares. Observando o sistema, identificam-se as varidveis da
tabela 3.1.

Como o sistema apresenta 20 varidveis, verifica-se que seriam
necessarios no minimo 1.048.576 (2% experimentos para uma caracterizacao
completa do sistema em dois niveis, o que seria de muito dificil execugao
pratica e sem sentido para validacdo da metodologia. Assim, uma pré-triagem

de variaveis com base em limitacdes das mesmas se torna interessante.

Por exemplo, para ambas etapas, o tipo de sal escolhido foi o NaCl, por
seu baixo custo relativo e boa contribuicdo ibnica. Como a faixa de pH
operacional estd abaixo do pl da proteina, o tensoativo escolhido deve
preferencialmente ser anidnico; sendo o AOT uma opg¢éo bastante racional. A
escolha do isooctano é explicada pelo custo e estabilidade na formagdo de
micelas. A escolha da agitagdo por vortex apresenta as vantagens de
promogéo de um intimo contato entre as fases e facil manuseio experimental.

Na fase de re-extragdo é desejavel que o pH se mantenha no valor de maxima
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atividade da enzima; e na literatura, ndo ha mencao sobre influéncia marcante
desta variavel. A temperatura é um parametro comumente avaliado por outros
trabalhos; entretanto, contribuicdes significativas s6 foram reportadas para
valores proximos a zero Celsius ou em temperaturas proximas a faixa de
desnaturacac das proteinas.

TABELA 3.1 Lista de variaveis no processo de transferéncia de massa do sistema micelar

EXTRACAO RE-EXTRACAO
1. Tipo de sal 1. Tipo de sal
2. [sal] 2. [sal]
3. Tipo de tensoativo 3. Tipo de tampéo
4. [tensoativo] 4. pH
5. Tipo de tampéo 5. Método de contatagéo
6. PH 6. Tempo de contatagao
7. Método de contatacao 7. Razao entre fases
8. Tempo de contatacéo 8. Temperatura
9. Tipo de solvente orgéanico
10. Razao entre fases
11.[proteina]
12. Temperatura

O sistema escolhido para ensaios de extragao ficou assim definido:

» Fase aquosa: NaCl, Tripsina (extrato cru de péncreas suino) e tampio
fosfato, pela caracteristica de boa afinidade deste com bioprodutos. A
dgua utilizada foi deionizada através de tratamento em resina trocadora,
em um deionizador marca Yamato modelo Autosti WA53. A tripsina
utilizada em todos os ensaios era de extrato cru de pancreas suino, tipo II;
e foi fomecida pela Sigma, codigo 78128, lote 70H0439. Os demais
reagentes possufam grau de pureza analitico, sendo que o NaCl foi
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fornecido pela Nuclear e os componentes do tampédo fosfato utilizados
eram da Vetec. A preparagdo do tampao fosfato segue a metodologia
descrita na tabela 3.2.

+ Fase organica: AOT e iso-octano. O Aerosol OT utilizado era 100% puro,
solido; fornecido pela Cytec do Brasil {American Cyanamid Co.). O iso-

octano utilizado possuia grau de pureza analitico, fornecido pela Vetec.

TABELA 3.2 Tampao fosfato (Deutscher, 1892). x = Fosfatc monobasico de sédio 0,2M; v =
Fosfato dibasico de sdédio 0,2M. O pH tabelado é obtido pela diluicio dos valores indicados em
ml de x e y & um iotal de 200 ml de solucéo,

X vy pH X y pH
g3.5 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9
92.0 8.0 5.8 39.0 61.0 7.0
90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1
87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2
85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3
81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4
77.5 22.5 6.3 18.0 84.0 7.5
73.5 26.5 6.4 13.0 87.0 7.6
68.5 31.5 6.5 10.5 80.5 7.7
62.5 37.5 6.6 8.5 91.5 7.8
56.5 43.5 6.7 7.0 93.0 7.9
51.0 49.0 6.8 53 94.7 8.0

Para a re-extracdo, ficou estabelecido o contato da fase organica
proveniente da extragdo com uma solugdo aquosa de NaCl, tendo o pH
controfado por tampéao fosfato. A concentracdo de sal na fase de re-extragéo
poderia vir a ser um fator de relevancia; porém a pouca literatura existente a
respeito ndo destaca esta variavel como agente de significativa importancia, e
o acréscimo de mais uma varidvel ao sistema como sera mostrado
posteriormente acabaria adicionando mais ruido ao erro, podendo vir até a
mascarar efeitos mais significativos. O mesmo raciocinio foi seguido para o

tempo de contato nesta fase, mantido constante em 30 segundos.

24



3.Materiais e Métodos

3.2 DESCRICAO DOS EXPERIMENTOS

Nos experimentos de extragdo, misturaram-se aliquotas com volumes
definidos das solugGes aquosa e organica em eppendorfs de 1,6 ml. A agitagdo
por vortex foi efetuada em mixer marca Yamato modelo Touch Mixer MT-31,
velocidade nivel 2, controlando-se o tempo de contato. Logo apds as amostras
foram colocadas em uma centrifuga marca Eppendorf modelo 5415; ajustando-

se a velocidade de rotag&o para 3000 rpm por 5 minutos para separacéo total
das fases.

Retiraram-se entéo aliquotas de volume definido da fase orgénica; para
contato com a fase agquosa de re-extracdo, seguida de agitagao por vértex no
mixer, com tempo fixado em 30 segundos seguido de centrifuga & 3000 rpm
por 5 minutos. Amostras da fase aquosa foram entdo retiradas para analises
de proteina total e atividade.

Todos os experimentos foram conduzidos em ambiente condicionado,
com temperatura mantida em 20 (* 2) °C. Toda a preparagéo de solugdes foi
preparada em vidraria cientifica (baldes volumétricos de 5mi; 10 mi; 25mi;
100ml; 500ml e tubos de ensaio de 5ml e 10 ml) da linha Pyrex®; e todas as
pipetas automaticas utilizadas (5-40 pl; 40-200 pl; 200-1000 pl e 1-5 ml) foram
da marca Labsystems modelo Finnpipette®.

Os experimentos foram conduzidos conforme descrito tanto na fase de
triagem como na confecc&o da superficie de resposta.
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3.3 PLANEJAMENTO FATORIAL PARA TRIAGEM DE VARIAVEIS

Conforme descrito, as seguintes varidveis foram definidas para a
investigagao de triagem; na extragdo: tempo de contato; pH; [NaCl}; [AOT] e
razdo entre as fases. Na re-exiracdo, optou-se por fixar todas as demais

variaveis a excegdo da razao entre fases.

Seguindo a metodologia do planejamento experimental descrita por Box
et al. (1978) e Bruns et al. (1996), para investigagdo de cada uma das 6
variaveis estudadas em 2 niveis sdo necessérios 64 experimentos. Como é de
interesse o estudo da consisténcia das variaveis, todos os ensaios foram

realizados em replicata para quantificagao do erro experimental.

TABELA 3.3 Codificac@o das variaveis para algoritmo de triagem de variaveis. As unidades de
medida s@o: Tempo de agitagdo em segundos; Concentragio molar de NaCl; Concentragéo de
surfatante em milimoiar; Raz8o0 F1 (fase aquosa/fase orgénica) na extrag@o entre as fases em

ul; e, Razao F2 {fase orgénicaffase aquosa) na re-extrac8o entre as fases em ul.

Variavel nivel - nivel + Variavel nivel - nivel +
a) Agitacao 4 30 d) [AOT] 25 75
b) [NaCi} 01 0.3 e) razao F1 750/750 250/1250
c) pH 6 8 f) razéo F2 500/500 500/1000

Os autores recomendam para redugdo de experimentos a realizacdo de
um planejamento fatorial fracionario, ou seja realizar apenas uma parcela dos
64 experimentos necessérios. Apesar desta tatica apresentar uma boa
aproximagao do fatorial completo, tem a desvantagem de ser menos acurada
na mensuragdo de erros. Como ndo havia nenhuma outra argumentagdo
negativa ac planejamento fatorial completo, optou-se pela ado¢do do mesmo
para uma maior seguranca nas respostas dos experimentos de triagem de
variaveis.
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TABELA 3.4 Codificagio das varidveis estudadas

EXTRACAO RE-EXTRACAO

exp# a b c d e f
1 - - - . - -
2 + - - - - -
3 - + - - - -
4 + + - - - -
5 - - + - - -
8 + - + - - -
7 - + + - - -
8 + + + - - -
9 - - - + - -
10 + - - + - -
11 - + - + - -
12 + + - + - -
13 - - + + - -
14 + - + + - -
15 - + + + - -
16 + + + + - -
17 - - - - + -
18 + - - - + -
19 - + - - + -
20 + + - - + -
21 - " + - + -
22 “+ - 4o - + .
23 - + + - + -
24 + + + - + -
25 - - - + + -
26 + - - + + -
27 - + - + + -
28 + + - + + -
29 - - + + + -
30 + - + + + -
31 - + + + + -
32 + + + + + -

O algoritmo proposto para calculo dos efeitos principais e de interacéo

das variaveis sugere uma codificacdo em niveis + e -. Na tabela 3.3 temos os

niveis adotados para o presente estudo.
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TABELA 3.4 (continuacéo) Codificac@o das varidveis estudadas

EXTRACAO RE-EXTRACAO
exp# a b c d e f
33 - - - - - +
34 + - - - - +
35 - + - - - +
36 + + - - - +
37 - - + - - T
38 + - + - - +
39 - + + - - +
40 + + + - - +
41 - - - + - +
42 + - - + - +
43 - + - + - +
44 + + - + - +
45 - - + + - +
46 + - + + - +
47 - + + + - +
48 + + + + - +
49 - - - - + +
50 + - - - + +
51 - + - - + +
52 + + - - + +
53 - - + - + +
54 + - + - + +
55 - + + - + +
56 + + + - + +
57 - - - + + +
58 + - - + + -+
59 - + - + + +
60 + + - + + +
61 - - + + + +
62 + - + + + +
63 - + + + + +
64 + + + + + +

Para a confeccao da matriz de coeficientes de contraste X, e célculo dos
efeitos principais e suas interactes; as varidveis seguiram a organizacéo de
codificagdo apresentada na tabela 3.4. A numeragdo dos experimentos néo
representa a ordem em que os ensaios foram feitos, uma vez que os mesmos

foram efetuados de forma aleatdria.
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Para a obtengao da matriz de coeficientes de contraste X em sua forma
completa ha a necessidade da insercdo de mais uma coluna posicionada
previamente a coluna da codificagdo do tempo de agitagdo e 57 colunas

posicionadas posteriormente a coluna de re-extragdo; todas com 64 linhas.
Assim, teremos a matriz X com a configuragao 64x64.

A primeira coluna posicionada previamente & coluna da codificacéo do
tempo de agitagao somente contera sinais positivos. A insercdo desta coluna é
um artificio utilizado para o célculo da média global. As demais 57 colunas
posicionadas posteriormente a coluna do efeito de re-extracdo servirdo como
auxiliares no calculo da interag@o dos efeitos, e possuirdo sinais resultantes da
multiplicacdo dos sinais dos efeitos em questdo naquela linha. Por exemplo a
interagcao “ab” na linha 1 da matriz de coeficienie de contrastes apresenta os
sinais negativo para “a” e negativo para “b". Assim o sinal da interacdo “ab”
nesta linha sera positivo; sendo este produto realizado para todas interacdes
de efeitos em todas as linhas da matriz. A sequéncia de interagbes dos efeitos
para as colunas posicionadas apos a coluna do efeito da re-extracéo {ou seja,
apos o efeito “f"), s@o respectivamente: ab, ac, ad, ae, af, be, bd, be, bf, cd, ce,
cf, de, df, ef, abc, abd, abe, abf, acd, ace, acf, ade, adf, aef, bed, bee, bef, bde,
bdf, bef, cde, cdf, cef, def, abcd, abce, abcf, abde, abdf, abef, acde, acdf, acef,
adef, bcde, bedf, beef, bdef, cdef, abcde, abedf, abcef, abdef, acdef, bedef,
abcdef.

O célcuio dos efeitos e sua interacbes foi efetuado através da
multiplicagdo da matriz X' (transposta de X) pelo vetor Yy, composto pela
resposta dos valores médios da quantidade de proteina total re-extraida.
Temos assim o vetor e com o resultado dos efeitos. O efeito da média global
sera obtido pela divisdo do valor na primeira linha do vetor e por 64; os demais

efeitos serdo obtidos pela divisdo das demais linhas por 32 conforme algoritmo
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descrito por Box et al. (1978).
e=X.y (Eq. 3.1)

Fazendo d o vetor coluna do médulo da diferenca entre os ensaios e d'

sua transposta, 0 erro experimental € obtido atraves das equacgées:

§f = (1/2N).(d"d) (Eq. 3.2)
Visteito) = §74 (Eg. 3.3}

3.4 ENSAIOS PARA DETERMINACAO DA SUPERFICIE DE RESPOSTA

Escolhidas as varidveis de maior consisténcia para o estudo, aplica-se a
metodologia de operag¢bes evoluciondrias, ou EVOP. A EVOP consiste em
provocar perturbagdes no sistema na regiao de interesse, seja para maximizar
ou minimizar uma resposta; e assim prosseguir até que obtenham-se valores
caracteristicos de inflexao.

Neste estudo, para investigacdo do ponto étimo operacional do sistema,
utilizou-se a EVOP, seguida da caracterizag@o da regido de inflexdo através de
um planejamento fatorial em estrela para confeccdo de uma superficie de

resposia.

O planejamento em estrela consisie na confecgdo de uma malha de
experimentos que circundem o ponto anterior & inflexdo - que por ser objeto de
nosso estudo sera denominado ponto central - de modo que se possa ajustar
um modelo estatistico de 2° ordem ao fenémeno. Efetua-se um segundo

planejamento experimental em torno do ponto central, adicionando pontos

equidistantes em termos codificados (i.e. -+/2 e +/2) do ponto central. Assim,
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para duas variaveis x; e xz em dois niveis, temos a matriz de contraste X para
analise da superficie de resposta; onde também a 12 coluna é preenchida
apenas com valores unitarios positivos, e os valores das demais colunas sao

determinados pela operagdo em questdo efetuada para todas as linhas da

matriz.

X1 X2 X7 X5 X1.X2
1 -1 -1 1 1 1
1 1 -1 1 1 -1
1 -1 1 1 1 -1
1 1 1 1 1 1
1 0 0 0 0 0

X = 1 0 0 0 0 0| (Eq. 3.4)

1 0 0 0 0 ¢
1 3 0 2 0 0
1 0 J2 0 2 0
1 J2 0 2 0 0
1 0 2 0 2 0

Resolvendo a matriz X, através da equagdo 3.5, obtém-se os
parametros de ajuste da expressdo geral para os modelos quadréaticos 3.7.
Obtendo s? das observagdes experimentais do ponto central, e utilizando-se a
equacio 3.6 calcula-se o erro padrao dos parametros de ajuste.

b =Xy .X.y (Eq. 3.5)
Vb)) =(X'X)'.s* (Eq.3.6)

y = ba + b1_X1 + bg,Xz -+ bﬂ.ij -+ bzz.X22 + b12X1X2 (Eq 37)
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Para validagdo do modelo quadratico ajustado, efetua-se uma andlise
de regress@o para verificacdo da significancia estatistica através da
compara¢ac entre a equacado 3.8 e o teste F para um determinado grau de

confianca.
MQfa/Mer (Eq. 3.8)

Onde MQy:; € a média quadratica da falta de ajuste; calculada pelo
somatorio do quadrado das diferencas dos valores preditos pelo modelo para o
fator em estudo subtraido de seu respectivo valor do ponto medio dividindo
pelo seu numero de graus de liberdade. J4 a MQ,p, ou media quadratica do
erro puro obtém-se do somatdrio do quadrado das diferencas do valor
observado experimentalmente para o fator em estude subtraido de seu
respectivo valor do ponto médio dividindo pelo seu numero de graus de
liberdade.

Para a MQg; o nimero de graus de liberdade € a diferenca entre o
numero de niveis distintos e 0 nimero de parametros do modelo. O numero de
graus de liberdade da MQ., € obtido pela diferenga entre o numero total de

observagdes e o numero de paradmetros do modelo.

3.5 METODOS ANALITICOS

A metodologia de anélise descrita a seguir foi a utilizada em todos os
ensaios realizados no decurso da execugao deste trabalho. Todo o trabalho de
investigacao espectrofotométrica foi conduzida somente para a fase aquosa da

re-extracdo, em um equipamento da marca Hitachi, modelo U1000.

32



3.Materiais e Métodos

3.5.1 ANALISE DE PROTEINA TOTAL

Para determinagédo da proteina total, utilizou-se a andlise com acido
bicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985) por apresentar baixa sensibilidade ao
surfatante. O método possui acuracidade para mensurar proteina total na faixa
de concentracéo de 0,01 4 2,5 ¢/l.

O método constitui da preparacdo de uma solugéo de trabalho com 100

volumes de um reagente A e 2 volumes de um reagente B, a saber:

» Reagente A: 1 g de bicinconinato; 0,95 g de NazHCOQO3; 0,16 g de tartarato
de sédio; 2 g de NaxCOjs; 0,4 g de NaOH trazidos a 100 ml com &gua
deionizada. O pH é ajustado a 11,25 pela adigcdo gota a gota de NaOH 10
M.

s Reagente B: 0,4 g de CuSQ4.5H,0 em 10 ml de agua.

A solugdo de trabalho possui coloragéo verde e é estavel por uma
semana quando preparada. Todos os reagentes possuiam grau de pureza
analitico; o bicinconinato utilizado foi fornecido pela Sigma; o CuS04.5H,0 pela

Ecibra e os demais reagentes pela Vetec.

O procedimento de mensuragdo constitui-se em adicionar a 20 i de
amostra 1 ml de solugdo de trabalho, agitando vigorosamente em seguida.
Incubacdo por 30 minutos & 60 °C em equipamento de banho-maria da marca
Fanem. A observacdo deste periodo é importante, pois as amostras tratadas
desta maneira ficam estaveis para leitura por uma hora. Apés a incubacéo as
amostras sa@o resfriadas a temperatura ambiente e analisadas em
espectrofotdbmetro. A leitura da absorbancia deve ser efetuada a 562 nm,
podendo-se utilizar tanto cubetas de poliestireno como cristal. Para

correlacionar os valores lidos, obteve-se uma curva padrdao pela analise de
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varias concentracdes diferentes da proteina em estudo em cada conjunto de
experimentos.

3.5.2 ANALISE DE ATIVIDADE PROTEASICA

O protocolo & seguir foi proposto por Leighton et al. (1973). A 250 ul de
substrato de azocaseina 2% p/v, adiciona-se 150 ul da solugéo de protease a
ser analisada. Entre as amostras, ha a necessidade de se preparar uma
analise em branco. Segue-se agitacao vigorosa e acionamento do crondmetro,
para incubacio de 60 minutos. imediatamente ao final deste periodo, é
necessaria a adicdo 1,2 mil de acido tricloroacético (TCA) 10%, agitando
vigorosamente. Precipitagdo da solugdo por 15 minutos, seguida de
centrifugac@o a 8000 rpm por 5 minutos. Retira-se uma aliquota de 0,8 ml do
sobrenadante, adicionando & mesma 1,4 ml de NaOH 1 M. A leitura da
absorbancia é efetuada a 410 nm em espectrofotdmetro. A unidade de

atividade é diretamente proporcional & absorbéncia.

A azocaseina foi fornecida pela Sigma. Os demais reagentes em grau
de pureza analitico foram fornecidos pela Vetec.
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4.Resultados e Discussoes

4.1 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.2 TRIAGEM DE VARIAVEIS

As curvas de calibragdo para proteina total e atividade protedsica da
enzima estao apresentadas nos anexos A e B, respectivamente. Estas curvas
foram aproximadas dos dados obtidos experimentaimente com o programa

GRAPHER® r.1.28 para a proteina emn solugédo nas condigbes de re-extragdo;
reportados nas tabelas 4.1 e 4.2.

TABELA 4.1 Leitura da absorbéncia versus Concentracédo de proteina

Tripsina (g/t) 2.000 (1660 |[1.330 [1.000 (0.867 {0.333 0.067 [0.033 [0.000

Absorbancia 1.548 [1.527 [|1.490 |1.421 1.175 10.958 [0.507 |0.486 {0.470

A tabela 4.3 demonstra os resultados dos ensaios de iriagem obtidos para as
variaveis de tempo de contato durante agita¢ao; pH; concentragao de cloreto
de sddio [NaCl]; concentragdo de tensoativo [AOT]; razéo de fases na extragéo
(Faq./Forg.) e razdo entre fases nas re-extragéo (Forg./Fag.) em dois niveis.
Os resultados obtidos para proteina total e. atividade estdo expressos em
gramas por litro; ou seja, o resultado que se obteria se fosse utilizada uma

solugdo de trabalho com o equivalente em concentragdo de tripsina.

TABELA 4.2 Leitura de Absorbancia (Atividade relativa) versus Concentragdo de Enzima

Absorbancia (x10°)

392

379

368

357

317

275

139

Concentracao {(g/l)

2.0

1.66

1.33

1.0

0.66

0.33
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Vale ressaltar que os nimeros dos experimentos sdo apenas para fins

ilustrativos e para facilitar a execucéo do algoritmo de célculo; uma vez que os

mesmos foram efetuados de maneira aleatdria.

TABELA 4.3 Plangjamento das variaveis da particBo de tripsina no sistema micelar em dois

niveis
EXTRACAO RE-EXTRACAO
tempo{[NaCl}]] pH |{AOT]|Faq./Forg.| Forg./Faq. Proteina Total média
exp.# |(seg.)] (M) {mM) (/) {kebal) replic.1 |replic.2| média | ativ.
1 4 0.1 5] 25 750/750 500/500 0.25 0.27 0.26 0.20
2 30 0.1 6 25 750/750 500/500 0.29 0.29 0.29 0.19
3 4 0.3 6 25 780/750 500/500 0.26 0.28 0.26 0.15
4 30 0.3 &) 25 750/750 500/500 0.26 0.26 0.26 0.00
5 4 0.1 8 25 750/750 500/500 0.28 0.26 0.27 0.14
6 30 0.1 8 25 750/750 500/500 0.27 0.27 0.27 0.20
7 4 0.3 8 25 750750 500/500 0.25 0.25 0.25 0.07
8 30 0.3 8 25 7850/750 500/500 0.26 0.27 0.26 0.07
9 4 0.1 6 75 750/780 500/500 0.31 0.29 0.30 0.16
10 30 0.1 6 75 750/750 500/500 0.29 0.27 0.28 0.15
11 4 0.3 15 75 750/750 500/500 0.27 0.27 0.27 0.02
12 30 0.3 & 75 750/750 500/500 0.27 0.28 0.27 0.17
13 4 0.1 8 75 750/750 500/500 0.27 ¢.28 0.27 0.16
14 30 0.1 8 75 750/750 500/500 0.30 ¢.28 0.29 a1
15 4 0.3 8 75 750/750 500/500 0.27 0.26 0.26 0.04
16 30 0.3 8 75 750/750 | 500/500 028 | 025 | 0.26 | 0.03
17 4 0.1 6 25 | 250/1250 | 500/500 0.24 0.25 0.25 0.12
18 30 A1 & 25 | 250/1250 | 500/500 0.26 0.29 0.28 0.12
19 4 0.3 6 25 | 25011250 ] 500/500 0.23 0.26 0.24 0.01
20 30 0.3 6 25 }250/M1250 | 500/500 0.26 0.25 0.25 0.02
21 4 0.1 8 25 | 250/1250 | 500/500 0.26 0.24 0.25 0.14
22 30 0.1 8 25 | 250/1250 | 500/500 0.25 0.25 0.25 0.10
23 4 0.3 8 25 | 2501250 | 500/500 0.27 0.25 0.26 0.17
24 30 0.3 8 25 | 250/1250 | 500/500 0.25 0.26 0.25 0.03
25 4 0.1 6 75 | 25601250 | 500/500 0.28 0.26 0.27 0.1
26 30 0.1 6 75 | 25011250 | 500/500 0.26 0.26 0.26 0.12
27 4 0.3 6 75 | 2501250 ] 500/500 0.25 0.25 0.25 0.06
28 30 0.3 6 75 | 250/1250 | 500/500 0.25 0.25 0.25 0.05
29 4 0.1 8 75 | 250/1250 | 500/500 0.27 0.26 0.27 0.04
30 30 0.1 8 75 1 250M1250 1 500/500 0.26 0.26 0.26 0.04
3 4 0.3 8 75 1 250/1250 | 500/500 0.25 0.25 0.25 0.06
32 30 0.3 8 75 1 250/1250 | 500/500 0.25 0.24 0.25 0.06
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TABEL.A 4.3 (Continuagdo) Planejamento das variaveis da partico de tripsina no sisiema
micelar em dois niveis

EXTRACAO RE-EXTRACAO
tempo j[NaCl]] pH }|[AOT]|Fagq./Forg.] Forg./Faq. Proteina Total meédia
exp.# | (seg)] (M) {(mM) {ui/ul) {alfel) replic.1 |replic.2] média | ativ.
33 4 0.1 6 25 750/750 { 500/1000 0.29 0.32 0.31 0.21
34 30 0.1 6 25 750/750 | 500/1000 0.41 0.40 0.41 0.20
35 4 0.3 6 25 750/750 | 500/1000 0.28 0.28 0.28 0.25
36 30 0.3 6 25 750/750 | 500/1000 0.37 0.36 0.37 0.26
37 4 0.1 8 25 750/750 | 500/1000 0.27 0.27 0.27 0.23
38 30 0.1 8 25 750/750 | 500/1000 0.28 0.29 0.29 0.22
39 4 0.3 8 25 750/750 | 500/1000 0.31 0.32 0.32 0.34
40 30 0.3 8 25 750/750 | 500/1000 0.35 0.37 0.36 0.20
41 4 0.1 6 75 750/750 | 500/1000 0.25 0.27 0.26 0.16
42 30 01 5] 75 750/750 | 500/1000 0.32 0.34 0.33 0.19
43 4 0.3 6 75 750/750 | 500/1000 0.30 0.29 0.30 0.37
44 30 0.3 8 75 750/750 | 5001000 0.34 0.36 0.35 021
45 4 0.1 8 75 750/750 } 500/1000 0.30 0.29 0.30 0.19
48 30 0.1 8 75 750/750 | 500/1000 0.29 0.31 0.30 0.19
47 4 0.3 8 75 750/750 | 500/1000 0.26 0.27 0.27 0.26
48 30 0.3 8 75 750/750 | 500/1000 0.29 0.29 0.29 0.23
49 4 0.1 6 25 250/1250 | 500/1000 0.26 0.25 0.26 0.06
50 30 01 6 25 250/1250 § 500/1000 0.26 0.25 0.25 0.05
51 4 0.3 6 25 | 250/1250 | 500/1000 0.25 0.25 0.25 0.05
52 30 0.3 6 25 250/1250 | 500/1000 0.26 0.26 0.26 0.07
53 4 0.1 8 25 250/1250 | 500/1000 0.24 0.25 0.25 0.05
54 30 01 8 25 250/1250 | 500/1000 0.25 0.25 0.25 0.08
55 4 0.3 B8 25 2501250 | 500/1000 0.25 0.25 0.25 0.03
56 30 0.3 8 25 | 250/1250 | 500/1000 | 0.25 0.24 | 0.25 | 0.08
57 4 0.1 6 75 | 2501250 | 500/1000 | 0.26 0.27 | 0.27 { 0.03
58 30 0.1 6 75 2501250 { 500/1000 0.26 0.26 0.26 0.10
59 4 0.3 5] 75 2501250 § 500/1000 0.26 0.24 0.25 0.01
60 30 0.3 6 75 | 2501250 | 500/1000 0.26 Q.26 0.26 0.05
61 4 01 8 75 250/1250 | 500/1000 0.26 0.26 0.26 0.01
62 30 0.1 8 75 250/1250 | 500/1000 0.26 0.26 0.26 0.04
a3 4 0.3 8 75 250/1250 | 500/1000 0.29 0.27 0.28 0.05
64 30 0.3 8 75 250/1250 | 500/1000 0.23 0.25 0.24 0.05
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TABELA 4.4 Efeitos principais e de interag@o das variaveis

Média = 0,2738

Efeitos principais

a=0,0125
b =-0,0056
c = -0,0094
d=-0,0013
e = -0,0356
f=0,0219

Interagao 2 fatores
ab = -0,0006
ac = -0.0094
bc = 0,0050
ad = -0,0075
bd = -0,0031
cd = 0,0019
ae =-0,0144
be = -0,0012
ce = 0,0075
de = 0,0069
af = 0,0094
bf = 0,0088
cf = -0,0050
df = -0,0081
ef =-0.0213

Interacao 3 fatores
abc = 0,0000
abd = 0,0006
acd = 0,0031
bed = -0,0100
abe = 0,0000
ace = 0,0038
bce = -0,0006
ade = 0,0019
bde = 0,0000
cde = 0,0000
abf =(,0012
acf = -0,0075
bef = 0,0019
adf =-0,0019
bdf = 0,0000
cdf = 0,0025
aef =-0,0125
bef = -0,0044
cef = -0,0044
def = 0,0100

Interacao 4 fatores

abcd =-0,0038
abce = -0,0044
abde = 0,0000
acde = -0,0025
bede = 0,0081

abcf = -0,0006
abdf = -0,0038
acdf = -0,0038
bedf = -0,0069
abef = -0,0006
acef = 0,0081

beef = -0,0038
adef = 0,0025

bdef = 0,0006

cdef = -0,0019

interacao 5 fatores
abcde = 0,0006
abedf = 0,0019
abcef = -0,0050
abdef =-0,0019
acdef = -0,0019
bcdef = 0,0112

Interacao 6 fatores
abcdef = -0,0037

38



4.Resultados e Discussdes

A tabela 4.4 apresenta o resultado da aplicagcao dos algoritmos de
calculo para os efeitos principais e de interacdo das variaveis, concernente a

transferéncia de massa. Para este fim, utilizou-se o programa FATORIAL.EXE.

O erro, obtido atraves das equagdes 3.2 e 3.3 para os efeitos principais

e de interagdo & de 0,0003. Para a média o erro estimado é de 0,00015.

Da tabela 4.4 verifica-se que os efeitos de tempo de contato e as razdes
entre fases na extracao e re-exiracao (efeitos “a”, “e” e “f" respectivamente)
apresentam maior sensibilidade na resposta com sua variagdo; e serdo
analisados nos experimentos posteriores.

O ponto experimental 34 da tabela 4.3 apresentou a maior taxa de
transferéncia de proteina; porém uma desnaturagéo relativa muito grande. O
ponto 43 por sua vez teve o melhor indice de atividade, e taxa de transferéncia
relativamente boa; porem a melhor relagao de ganho de transferéncia com

retengao de atividade foi apresentada pelo ponto 39.

A variavel pH embora tenha apresentado efeito relativamente
significativo na transferéncia de massa; possui tendéncia de variag&o contraria
4 da condigdo mais favoravel.

4.2 EVOLUCAO OPERACIONAL DA CONDICAO MAIS FAVORAVEL

Inicialmente, investigou-se o ponto central experimental, para um
mapeamento mais detalhado das respostas do sistema.
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TABELA 4.5 Investigacdo do ponto central do planejamento de triagem

EXTRAGAO RE-EXTRACAQ
tempo | [NaCll{ pH [[AOT]|Fag./Forg.| Forg./Faq. Proteina Total média
exp#f(seg)| (M) {(mM) (ubfuly (uwl) |replic.1 |replic.2| média| ativ.
pc 17 0.2 7 50 500/1000 | 500/750 0.28 0.27 0.28 0.06

Os valores expressos na tabela 4.5 para proteina total e atividade

também sao referentes a concentragao equivalente em g/l de uma solugéo de

tripsina.

Definido as condi¢gdes do experimento 39 como ponto de partida da

EVOP e tendo o sentido orientado pela analise dos resultados do ponto

central, foram efetuados experimentos de investigacao conforme demonstrado

na tabela 4.6. As variaveis F1 (fase aquosa/fase organica) e F2 (fase

orgénica/fase aquosa) sédoc as razdes entre as fases na extragdo e re-extragéo
respectivamente. Os valores de pH, [NaCli] e [AOT] do experimento 39 foram
mantidos constantes nestes experimentos e nas investigagdes posteriores.

TABELA 4.6 Experimentos EVOP

Exp. | T(s) F1 (wi/ul) F2 (ulfu) | Transferéncia (g/l)| Atividade (g/l)
I 2 600/750 400/1000 0.21 0.06
Il 6 600/750 400/1000 0.23 0.18
Hl 2 720/600 400/1000 0.27 0.27
v 6 720/600 400/1000 0.27 0.25
V 2 600/750 450/750 0.30 0.34
Vi 6 600/750 450/750 0.31 0.31
Vil 2 720/600 450/750 0.29 0.30
VI 6 720/600 450/750 0.29 0.29
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Uma observagao preliminar indica que a variavel tempo ndo apresenta

contribuicdo significativa para os niveis estudados nos experimentos EVOP,

Utilizando o programa FATORIAL.EXE para um estudo de sua contribuicio,

obtém-se os valores da tabela 4.7.

TABELA 4.7 Efeitos principais e secundarios das variaveis EVOP

Média Interacao 2 fatores
X 0.2713 T.F1 -0.0075
Efeito Principal T.F2 -0.0175
T 0.0075 F1.F2 -0.0325
F1 0.0175 Interacao 3 fatores
F2 0.0525 T.F1.F2 0.0025

4.3 INVESTIGACAO DA SUPERFICIE DE RESPOSTA

Para a confecgao da matriz do planejamento estrela; niveis adicionais

para as variaveis foram codificados, conforme demonstrado na tabela 4.8.

Aproveitando o0s dados obtidos na expansdo EVOP, obtemos a matriz da

tabela 4.9.

TABEL.A 4.8 Codificacgo das variaveis do planejamento estrela

Fator | Codificacao -1.5 -1 0 1 1.5
T(s) X3 1 2 4 6 7
F1 (ui/ul) Xz 560/800 | 600/750 | 750/750 | 720/600 | 780/600
F1 (ul/pl) X3 390/600 | 400/1000 | 500/1000 | 450/750 [ 350/1000

Confirmando o estudo anterior, a varidvel tempo apresenta pequena

contribuicdo para os niveis estudados. Entretanto, como um dos interesses da
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modelagem do sistema seria a facilitacdo de estudos de engenharia, a

caracterizagdo com e sem a incluséo desta variavel serd apresentada.

4.3.1 ANALISE DA SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O SISTEMA

Utilizando o programa MODREG.EXE, com os dados da matriz do
planejamento estrela, testou-se a modelagem linear e quadrética do sistema
caracterizado pelas variaveis T, F1 e F2,

A equacéo 4.1a é o resultado da modelagem linear para o sistema. Logo
abaixo da mesma e em parénteses os erros obtidos pela aplica¢do da equacéo
3.6.

y =0.2824 + 0.0024x; + 0,0020x2 + 0.0228x3 (Eq. 4.1a)
(0.0243)  (0.0094) (0.0094)  (0.0094)

Verificando a validacao dos parametros obtidos em comparagdo com
seus respectivos erros, obtém-se a equacao 4.1.

y =0.2824 + 0.0228x;  (Eq. 4.1a)
(0.0243)  (0.0094)

O resultado obtido pela aplicagdo da equagdo 3.8 foi 37.6897, em
comparag¢do com o teste Fy2 que é aproximadamente 19,405 (Bruns et al.,
1995). para 95% de confianga. Assim verifica-se que este modelo nZo ajusta-
se adequadamente, pois contém ainda muitos residuos da diferenca entre os
valores preditos para os fatores em estudo e seus pontos médio. Disso,
conclui-se que a regido estudada situa-se perto de um ponto de inflexao, ou

ponto 6timo.
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TABELA 4.9 Matriz do planejamento estrela

exp. X1 Xz X3 Transferénecia (g/l}| Atividade (g/l)
I -1 -1 -1 0.21 0.06
Il 1 -1 -1 0.23 0.18
I -1 1 -1 0.27 0.27
v 1 1 -1 0.27 0.25
\ -1 -1 1 0.30 0.34
Vi 1 -1 1 0.31 0.31
Vil -1 1 1 0.29 0.30
VIl 1 1 1 0.29 0.29
IX 0 0 0 0.31 0.34
X 0 0 0 0.32 0.33
Xl 0 0 0 0.32 0.29
Xl | -1.5 0 0 0.32 0.30
X 1.5 0 0 0.32 0.33
XV 0 -1.5 0 0.29 0.27
XV 0 1.5 0 0.26 0.23
XVI 0 -1.5 0.22 0.20
XVii 0 1.5 0.27 0.24

A modelagem quadratica obtida estd apresentada na correlacdo 4.1a

para a transferéncia. Os erros associados a cada termo estdo discriminados

abaixo entre paréntesis.

y =0.3158 + 0.0024x; + 0.0020x2 + 0.0228x; + 0.0026x,” - 0.0174x5°,

(0.008)

(0.005)

{0.016)

(0.004)

(0.016)

(0.005) {(0.005)

- 0.0307x5° , -0.0038 xsxz - 0.0013 X1X3 - 0.0163x2x3

(0.016)

(Eq. 4.18)
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Levando em consideragdo os erros, temos a eliminagao de alguns
termos, obtendo a equacédo 4.1. Como ja era esperado; a influéncia da variavel
tempo desapareceu.

y = 0.3158 + 0.0228x3 - 0.0174x° - 0.0307x5° (Eq. 4.1)
(0.008)  (0.004) (0.005) (0.005)

Para esta correlagao, a aplica¢ao da equacéo 3.8 apresentou o valor de
8.1402 em contraste com o teste Fs» = 19.30 (Bruns et al., 1995) para 95% de

confianca; ou seja o modelo esta bem ajustado.

Efetuando as derivadas parciais a equacdo 4.1 e igualando a zero,
obtemos a regido de méaximo de transferéncia:

5)//8)(2 = -0.0348x, = O;
0.0228 - 0.0614x3 = 0O;

Sy/5xs

Portanto o ponto maximo ocorrera para xz = 0; x3 = 0.3713. Isto

corresponderia & F1 = 750/750 (ul/ul) e F2 = 0.537/1000 (ul/uf), obtendo-se
uma transferéncia da ordem de y = 0.32 (g/l).

Assim, para o modelo da equagdo 4.1, e utlizando o programa
PLOT.EXE, obtemos a figura 4.1; e utilizando o programa MATLAB® obtemos
a mesma superficie em 3D na figura 4.2.

Testando-se a condicdo de méximo de transferéncia de proteina obtida
através das derivadas parciais, obteve-se o resultado de 0.32 (g/l), como média

de 0.33 (g/l) e 0.31 (g/l) pelo processo de re-extragdo classica. A média de
atividade nesse caso foi de 0.34 (g/l).
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FIGURA 4.1 Supetficie de resposta para a regiao 6tima do sistema
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Entretanto, para as mesmas condicoes a excecdo da adi¢ao de 125 ul
de alcool isopropilico a fase organica na fase de re-extracdo, obteve-se a
média de 0.26 (g/l) de dois valores idénticos de leitura de absorbancia, com
média de atividade de 0.30 (g/}).

A aproximagao obtida apesar de correlacionar-se bem para a regiao em
estudo demonstrou pouca precisdo para extrapolacéo.

Os softwares Grapher ® r1.28 e MATLAB® utilizados neste trabalho sao
cépias licenciadas para a UNICAMP. Os demais programas — FATORIAL.EXE,
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MODREG.EXE e PLOT.EXE sao parte integrante de Bruns et al. (1996), sendo
de dominio publico.

FIGURA 4.2 Superficie de resposta: Concentragio de proteina na re-extragao versus F1 versus
F2
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5.CONCLUSOES

Mais uma vez comprovou-se que a particdo de proteinas em sistemas
de micelas reversas formadas por sistemas AOT-Agua-Isooctano é possivel.
Entretanto, mesmo os resultados mais promissores de transferéncia de massa
ficam deixando um pouco a desejar se comparados com 0 mesmo sistema em
condigbes operacionais semelhantes reportados previamente na literatura;

cujos resultados orbitam na faixa de 60 & 90% em sua grande maioria.

Todavia o fato de que a melhor condi¢do ndo ultrapassa a marca de
16% de particdo, e, em média, para uma ampla faixa de operagdo espera-se
em tomo de 13.7% n&o deve ser de todo desencorajador; deve-se levar em
conta que o processo pode ter operacionalidade em continuo e que estes
valores sd@o compativeis com muitos outros processos, tais como a
cromatografia.

O mesmo cuidado aplica-se a analise da atividade; se for somente
observada a média dos 64 experimentos que cobrem a ampla faixa de triagem
chega-se a conclusao de que a manutengio de 5.75% n&o validaria o sistema.
Para poder cobrir uma extensa regido de operacédc na fase de caracterizagéo,
muitos dos pontos estudados apresentavam condicdes agressivas a proteina.
Se for tomada por base a regiao préxima ao 6timo na mesma fase de triagem
(pontos 33 a 48), tem-se por média em torno de 12% de atividade para 15.5%
de transferéncia; ou seja 77% de retencéo de atividade catalitica.

Também em contradicdo a literatura previamente reportada; o uso de
aicool isopropilico na re-extracdo ndo demonstrou ser uma operagao eficaz

frente aos resultados obtidos pelo processo classico. Estranhamente a
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atividade foi elevada acima da concentragdo em todos os experimentos
efetuados; provavelmente por uma combinagio do alcool que eventualmente
dissolve-se na fase aquosa com o corante azo.

A investigacdo da influéncia de outras variaveis do sistema como pH,
concentracdo de sal, etc. tanto na fase de extragdo ou re-extracdo deve ser
efetuada mantendo-se as razdes entre fases constantes, tempo e modo de
contatacado constantes, pois estes fatores tem influéncia muito mais

determinante na transferéncia de massa.

O ideal para tal estudo de refinamento seria a operagao com reduzida
diferenca de niveis para razdo entre fases e contatagio, para que o método
mantenha seu carater de ampla cobertura de influéncia de varidveis. Neste
trabalho porém, como o objetivo versava mais servir como base para
interesses de engenharia, o processo de transferéncia de massa e seu 6timo

tinham que ser visualizados como um todo.

A aplicagdo de métodos estatisticos para estudo do sistema é perfeita; a
modelagem apresentou o6tima correlagio, com desvios minimos entre os
valores previstos e obtidos experimentalmente.

Uma outra vantagem em destaque da andlise por superficie de resposta
é a rapidez com a qual se obtém os modelos. Esta vantagem compensa a
incapacidade de extrapolagao dos modelos obtidos para outra faixa de valores
que ndo a geradora do mesmo e o problema da investigagdo de maximos
locais.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como propostas para dar continuidade ou complementar este estudo,

pode-se citar:

O modelo ou a metodologia poderia ser testado em uma coluna continua de
extracdo liquido-liquido, para obtengdo de dados mais préximos a uma

condicdo operacional industrial e para fins de scale-up de processo.

Uma analise mais detalhada da proteina re-extraida, tal como a

eletroforese em gel traria maiores informacdes sobre a seletividade do
sistema.

Uma analise mais acurada da influéncia das demais variaveis, tais como
concentracdo e tipo de sal, pH, etc. visando refinar esta informagao em
detrimento das varidveis de maior impacto na transferéncia de massa,

como a razao entre fases conforme descrito no capitulo cinco.

Um estudo de protocolo completo para purificag@o da tripsina; lixiviando-se
o péncreas sufno, efetuando a extragdo liquido-liquido seguida pela
cromatografia e liofilizagdo da proteina.
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