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RESUMO

A viabilidade da produ¢do e comercializagdo de substancias obtidas por meio de processos
biotecnologicos depende das técnicas de separacdo empregadas na purificagio dos compostos
desejados. Algumas caracteristicas das misturas envolvidas nesses processos, tais quais baixa
concentragdo inicial, necessidade de produtos de alto grau de pureza, sensibilidade térmica e
necessidade de preservar as propriedades dos compostos, fazem com que a etapa de purificagdo
exija um processo econdmico € que seja biologicamente compativel com os produtos envolvidos.
Neste sentido, a extragio liquido-liquido por micelas reversas se apresenta como uma técnica de

separ acdo extremamente interessante.

Tendo-se em vista o desenvolvimento de extratores mais eficientes, é fundamental o estudo

da hidrodinimica e dos mecanismos de transferéncia de massa no intentor dos extratores.

Este trabalho teve como objetivo principal o estudo de uma micro-coluna agitada por
campénulas perfuradas pulsadas que foi usada para extragdo de proteina. O sistema de agitagdo
formado pelas campdanulas pulsadas tem como objetivo promover uma melhor mistura dos liquidos
no interior da coluna e assim, aumentar a transferéncia de massa. O sistema de extragio foi
formado por proteina modelo (tripsina - que se encontra em meio aquoso), € dioctilsulfossuccinato
de sodio (AOT) em isooctano, que formam um sistema de micelas reversas. A primeira parte deste
trabalho foi realizada em tubos de ensaio para encontrar os pardmetros Otimos das solugdes
envolvidas, como pH otimo, forca i0nica e concentracio de AOT, para operagdo da coluna. A
segunda parte do trabalho consistiu na utilizagfo destas condigdes otimas na coluna, em regime de
operagdo continua, estudando as varidveis como freqiiéncia de pulsagdes, vazdes de alimentaco

da fase orgdnica, € reextragéo.

Pode-se concluir que a coluna de extragio testada teve um rendimento superior de
proteina extraida que os encontrados nos tubos de ensaio, € ¢ adequada para a utilizacio em

sistemas biotecniologicos.
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ABSTRACT

The production and commercialization suitability of substances obtained by means of
biotechnological processes depend on the separation techniques used for the punfication of the
desired compounds. Some features of the mixtures involved in these processes, such as low 1nitial
concentration, high purity level products desired, thermal sensitivity and the need of preserving the
compounds’ properties, require a purification step that must be economical and biologically
compatible with the chemicals involved. As a matter of fact, liquid-iquid extraction by reversed

micelles is presented as an outstanding separation technique.

The hydrodynamics and the mass transfer mechanism in the interior of the extractors are

fundamental for the development of more efficient equipment.

The main goal of this work was the study of a micro-column stirred by bell-shaped meshes
for the extraction of a protein. The stirring system composed by the bell-shaped meshes promotes
a better mixture of the fluids in the inner side of the column and, as a result, increase the mass
transfer. The extraction system was composed of a model protemn (tripsin, which is in aqueous
medium), and sodium dioctilsulfosuccinate (AOT) dissolved in iso-octane, that is a reversed
micellar system. The first part of this work was conducted in sampling tubes to find the optimum
parameters of the chemical solutions involved, such as pH, ionic strength and AOT concentration,
for the column operation. The second part was based on the use of these optimum criteria m the
column, as a continuous process, in which variables such as pulsating frequencies, organic feed

rate and backward extraction were studied.

As a conclusion, the extraction apparatus tested here had a much better yield of protein
recovery than the observed in the batch system, what makes it suitable for use in biotechnological

systermns.



1. INTRODUCAO

Devido a moderniza¢io dos processos industrials € a necessidade de se obterem produtos de
melhor qualidade e mais vantajosos economicamente, existe uma grande procura por tecnologias
alternativas que sejam econdmica e tecnicamente mais viaveis que as técnicas convencionais. Neste
sentido, a extragdo liquido-liquido aplicada a biotecnologia é um campo tecnologico extremamente

interessante.

A utilizagdo da extragio liquido-liquido para a recuperagdo de proteinas usando micelas
reversas tem recebido atenc@o crescente desde que se mostrou que as proteinas podem ser
solubilizadas em solventes orgénicos com surfactantes, mantendo-se suas propriedades funcionais,

ao serem transferidas de uma solugio aquosa para uma fase orginica contendo micelas reversas.

Diversos estudos sdo apresentados na literatura com diversas geometrias de coluna e

condi¢des operacionais, mostrando-se adequado para presente trabalho.

A técnica de separacgdo de proteina por micelas reversas utilizando uma coluna de extragio
liquido-liquido foi descrita por Carneiro da Cunha (1995), que empregou uma coluna de disco
rotativo perfurado na extragdo de uma cutinase recombinante com uma fase micelar de AOT em
isooctano. O rendimento obtido foi de 54,5% na extragdo da proteina na presenga de fragmentos

celulares.

Tong e Furusaki (1995) estudaram um contator de disco rotativo de 38 mm de didmetro, na
extragdo e purificacdo de proteinas e outras moléculas usando sisternas de micelas reversas,
utilizando o didmetro meédio de gota ¢ a distribuigio de didmetro de gotas de uma fase micelar

reversa dispersa .

Lye ef al. (1996) verificaram a cinética de particionamento de proteinas para extragio

semicontinua de lisozima em uma coluna “‘spray” em escala de laboratorio. A fase orgénica, de
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isooctano, formada por micelas reversas de surfactante aniénico, AOT, foi utilizada para a extragido
da proteina na fase aquosa. Os experimentos foram realizados em uma faixa de taxas de fluxo da
fase dispersa para os casos de dispersdo da fase orgénica ou aquosa. Demonstraram que a extragio

de proteina utilizando micelas reversas numa coluna “spray” pode ser empregada.

O desempenho da transferéncia de massa e a modelagem matematica da extragdo por micelas
reversas de lisozima foi investigada em urn contator em disco rotativo (RDC) por Tong e Furusaki
(1997). O modelo foi resolvido numericamente mudando-se os pardmetros para se ajustarem aos
perfis de concentracdo bifasicos e os coeficientes de transferéncia de massa global baseados na fase

continua no RDC.

Rabelo et al. (1998) utiizaram uma coluna de campénulas pulsadas para a extracdo do
citocromo bS num sistema de duas fases aquosas PEG/fosfato de potassio, obtendo uma extracio
maxima de 80% e uma extragio em torno de 70% no estado estacionario, na frequéncia de pulsacio

1 pulso/segundo.

Este trabalho vem aplicar o sistema de micelas reversas como uma técnica de bioseparagdo
para isolamento e purificagdo de uma proteina, verificando pardmetros que afetam a solubilizagio da

proteina em micelas reversas, tanto na extragdo como reextragdo no regime em batelada.

A partir dos pardmetros Otimos de extragdo da proteina em micelas reversas em batelada,
utilizamos estes dados para a extragdo continua numa micro-coluna agitada por campanulas
pulsadas, verificando assim a viabilidade desta coluna na separagio e purificagio de proteinas como

método alternativo e eficaz.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DE PROTEINAS

2.1.1 PROTEINAS

Berzelius cunhou a palavra proteina em 1838, para salientar a importancia dessa classe de
moléculas. Proteina vem do grego Proteios, que significa “0 que vem em primeiro lugar”, sendo
responsaveis pelo funcionamento das fun¢Ses vitais dos organismos animais, nos quais sdo alguns

dos principais constituintes.

As proteinas sdo as moléculas org@nicas mais abundantes nas células e constituem 50% ou
mais de seu peso seco. S#o encontradas em todas as partes de todas as células, uma vez que sdo
fundamentais sob todos os aspectos da estrutura e fungio celular. Existem muitas espécies diferentes
de proteinas, cada uma especializada para uma funcéo biologica diferente. Além disso, a maior parte

da informac#o genética € expressa pelas proteinas.

2.1.2 A COMPOSICAO DAS PROTEINAS

Muitas proteinas foram isoladas em forma cristalina pura. Todas contém carbono,
hidrogénio, nitrogénio e oxigénio, e quase todas contém elementos adicionais, particularmente
fosforo, ferro, zinco e cobre. Os pesos moleculares das proteinas sfo extremamente elevados,
porém, por hidrolise acida, as moléculas protéicas liberam uma série de compostos orginicos

simples de baixo peso molecular , 0s o- aminoacidos.

Existem 20 aminoacidos diferentes como mostrado na {Tabela 2.1). Todavia, as
possibilidades de formar proteinas diferentes constituidas por esse numero reduzido de mondémeros

sdo espantosamente grandes. Utilizando-se apenas um aminoacido de cada tipo, podem ser obtidas



2,4 x 10" moléculas diferentes. Como as proteinas sio compostas por centenas de aminoacidos e
cada um deles podendo estar presente mais de uma vez, a probabilidade de constru¢do de moléculas

diferentes, €, naturalmente, muito maior.

Tabela 2.1 - Abreviagdes dos Aminoacidos

Aminoacido AbreviacZio de trés letras | Abreviacio de uma letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Aspargina Asn N
Acido aspartico Asp D
Acido glutimico Glu E
Cisteina Cys C
Glicina Gly G
Glutamina Gln Q
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu 1
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Valina Val A\

Todos os vinte aminoacidos encontrados em proteinas tém em comurm um grupo carboxila e
um grupo amina, ligados ao mesmo atomo de carbono, (Figura 2.1), ao qual também se liga um

atomo de hidrogénio € um grupo variavel chamado cadeia lateral ou grupo R:
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R

Figura 2.1 - Estrutura geral dos aminoacidos

As propriedades das cadeias laterais dos aminoacidos, as quals variam em estrutura,
tamanho, carga elétrica e solubilidade em agua, sdo importantes para a conformacio das proteinas e,

portanto, para sua fungédo.

Nas moléculas de proteinas, os residuos sucessivos de aminoacidos estdo umdos entre si por
ligagGes covalentes denominadas ligacdes peptidicas formando cadeias longas ndo ramificadas
chamadas de polipeptideos. Essas cadeias podem ter de 100 a virias centenas de unidades de
aminoacidos ou residuos. Entretanto, as proteinas n3o sfo meros polimeros casuais de varios
comprimentos. Todas as moléculas de uma dada espécie de proteina sdo idénticas em composi¢do,

seqiiéncia e comprimento de sua cadeia polipeptidica.

Algumas proteinas possuem apenas uma cadeia polipeptidica, mas outras, chamadas
proteinas oligoméricas, tém duas ou mais cadeias polipeptidicas. Por exemplo, a ribonuclease (que é
a enzima que catalisa a hidrolise do acido ribonucléico), tem uma cadeia polipeptidica simples,
enguanto a hemoglobina (que é o pigmento transportador de oxigénio dos globulos vermelhos), tem

quatro cadeias polipeptidicas.

2.1.3 A CONFORMACAO DAS PROTEINAS

Cada tipo de molécula protéica tem, em seu estado nativo, uma configuragdo tridimensional
peculiar, designada conformac@io. Dependendo de sua conformagio, as proteinas podem ser

classificadas em duas classes principais, como segue:



As proteinas fibrosas sio matenais insoliveis em agua e solughes salinas diluidas e

fisicamente resistentes. Séo constituidas de cadeias polipeptidicas dispostas paralelamente ao longo
de um unico eixo, formando longas fibras ou liminas. As proteinas fibrosas sio os elementos
estruturais basicos do tecido conjuntivo dos animais superiores. S3o exemplos: o colageno dos
tenddes e da matriz éssea, a a-queratina dos cabelos, chifres, pele, unha e penas, e a elastina do

tecido conjuntivo elastico.

As proteinas globulares sdo soliveis em sistemas aquosos e se difundem rapidamente. Suas
cadeias polipeptidicas sdo firmemente arranjadas em forma esférica ou globular compacta. As
proteinas globulares usualmente tem uma funcgfio movel e dindmica. Quase todas as enzimas, por
exemplo, sdo proteinas globulares, como o sdo as proteinas plasmaticas com fungio transportadora,

como a sorcalbumina e a hemoglobina.

2.1.4 ESTRUTURAS DAS PROTEINAS

Os termos especificos comumente usados para indicar os diferentes aspectos ou niveis da

estrutura protéica serio definidos a seguir:

Estrutura primdria refere-se ao esqueleto covalente da cadeia polipetidica e & seqiiéncia de seus
residuos de aminoacidos;

Estrutura secundaria: refere-se ao arranjo regular, repetitivo no espago da cadeia polipeptidica ao
logo de uma dimensdo. A estrutura secundéria € particularmente evidente nas proteinas fibrosas, em
que as cadeias polipetidicas apresentam uma conformacdo estendida ou espiralada longitudinal; ela
ocorre também em segmentos das cadeias polipeptidicas nas proteinas globulares.

Estrutura tercidria: refere-se 2 maneira pela qual a cadeia polipeptidica encurva-se ou dobra-se em
trés dimensdes, formando a estrutura compacta firmemente enovelada das proteinas globulares.
Estrutura quaternaria: indica a2 maneira pela qual as cadeias polipeptidicas individuais de uma
proteina que possua duas ou mais cadeias dispostas em relagio umas as outras. A maioria das

grandes proteinas é formadas por duas ou mais cadeias polipeptidicas, geralmente sem ligacGes entre




elas. O termo conformacgéo, mais geral, € usado para a combina¢ic das estruturas secundaria e

terciaria das proteinas.

2.1.5 DESNATURACAO

Todas as moleculas de uma mesma proteina apresentam, em condi¢des fisiologicas, a mesma
conformacio, que ¢ denominada nativa. Esta € a conformagdo mais estavel que a molécula pode
assumir naguelas condigdes e reflete um equilibrio delicado entre as interagdes ocorridas no interior

da molécula prot€ica e entre esta e seu meio ambiente.

Ao se proceder ao isolamento e purificagio de uma proteina, sdo introduzidas alteragtes
fisicas e quimicas no seu meio ambiente, que podem afetar sua estrutura espacial a ponto de
ocasionar a perda de sua fun¢do biolégica. A proteina é dita, entdo, desnaturada. A desnaturagio
pode ser provocada por varios tipos de tratamentos. O aguecimento da proteina nativa provoca
rompimento de ligagdes ndo-covalentes. Valores de pH muito baixos ou muito altos, afetando a
ioniza¢do dos grupamentos da proteina conferem a molécula uma elevada carga positiva (ou
negativa), ocasionando repulsdo intramolecular, com exposi¢io do interior hidrofobico. A adigdo de
solventes organicos polares (alcoois, por exemplo) ou de compostos com grandes capacidade de
formar pontes de hidrogénio (uréia, por exemplo) determina a desnaturagio da proteina, porque
estes ultimos agentes estabelecem pontes de hidrogénio com radicais da proteina, substituindo

ligagdes que mantinham a estrutura nativa.

Os solventes orgdnicos diminuem a solvatagdo dos radicais polares situados na superficie da
proteina. A desnaturagdo também pode ser ocasionada por detergentes. Uma molécula tipica de
detergente € composta por uma cadeia longa apolar hgada a um grupo terminal carregado
eletricamente. Estes agentes sdo desnaturantes porque a introdugdo de sua cauda hidrofobica

(apolar) no interior da proteina rompe interagdes hidrofobicas.



Também ocorre desnaturacio quando a agitagdo térmica faz com que a estrutura nativa
enovelada sofra um desnovelamento ou desenrclamento. Passando a uma cadeia casualmente
dobrada, a proteina perde sua atividade biologica. Ainda que cada tipo de proteina possua uma
composi¢do e uma seqiiéncia fixas de aminoacidos durante a biossintese, a seqiiéncia de aminoacidos
por si $6 nio atribui diretamente a atividade ou fungdo biolégica especifica da proteina. Entretanto a
seqiéncia de aminoacidos determina, em Ultima andlise, a atividade bioldgica da proteina, uma vez
que ela determina a conformacfio nativa, ou estado enovelado, da molécula protéica, através das
interagbes das cadeias laterais dos aminoacidos, umas com as outras, com o solvente, e com os

solutos presentes.

Retiradas das condigbes desnaturantes, muitas proteinas podem reassurnir sua conformagéo
nativa. A este processo se¢ chama renaturagdo. A renaturagio demonstra que a estrutura
tridimensional (nativa) de uma proteina € uma conseqiiéncia de sua estrutura primaria. Para a
maioria das proteinas, entretanto, a desnaturacéio ¢ irreversivel. Muitas delas, quando desnaturadas,
tornam-se insoluveis. E o caso da albumina do ovo, quando aquecida, e da caseina, quando o leite ¢

acidificado, por exemplo, através da acdo bacteriana.

2.1.6 ENZIMAS

Grande parte da historia da bioguimica € a historia da pesquisa sobre as enzimas. A atividade
das enzimas foi reconhecida primeiramente em estudos antigos da digestdo no estémago no periodo
de 1780 a 1825. Mais tarde, Louis Pasteur deduziu que a fermentagio do agucar a alcool pela
levedura € catalisada por “fermentos” ou enzimas. Em 1860 ele postulou que elas sio
inexplicavelmente ligadas a estrutura e & vida das células da levedura. Portanto, foi um grande
momento na historia da pesquisa enzimatica quando, em 1897, E. Biichner conseguiu extrair das

células de levedura as enzimas que catalisam a fermentagao alcodlica.

Essa realizacio demostrou que essas enzimas importantes que catalisam uma das principais

vias metabolicas produtoras de energia podem funcionar independentemente da estrutura celular.




A primeira enzima isolada em forma pura, cristalina, foi a urease, isolada de extratos de
feijao por J. B. Sumner em 1926. Sumner descobriu que os cristais consistiam de proteinas, € ele
sugeriu, contrariamente as opinides prevalecentes, gue todas as enzimas s3o proteinas. Entretanto,
sua opinido ndo foi aceita imediatamente, e foi s6 na década de 1930, quando J. Northrop isolou as
enzimas digestivas pepsina, tripsina ¢ quimotripsina em forma cristalina, que a natureza protéica das

enzimas foi estabelecida firmemente.

Hoje, mais de 1.500 enzimas sio conhecidas. Muitas foram isoladas em forma cristalina pura.

2.1.7 PROPRIEDADES GERAIS DAS ENZIMAS

As enzimas catalisam reagbes quimicas que, de outra maneira, OcorTernam apenas em
velocidades extremamente baixas. Elas ndo mudam o ponto de equilibrio das reagdes que catalisam.
Elas sio verdadeiros catalisadores, porque ndo sdo consumidas ou alteradas permanentemente
durante a reagdo. Desde que todas as enzimas conhecidas s@o proteinas, qualquer fator que pode
prejudicar a estrutura nativa das proteinas também causa uma perda da atividade catalitica. Portanto,
o aquecimento das enzimas, tratamento com acidos ou bases fortes, ou a exposicio a agentes

desnaturantes, destroi sua atividade catalitica.

As enzimas tém pesos moleculares que variam de 12.000 a mais de 1 milhdo. Algumas
enzimas consistem apenas de uma ou mais cadeias polipeptidicas, mas outras contém também algum
outro componente quimico necessario para a atividade, chamado cofator. O cofator pode ser um
metal, tal como Mg, Mn, Zn ou Fe, ou uma molécula orginica complexa, usualmente chamada de
coenzima. Algumas enzimas requerern tanto um ion metalico como uma coenzima. Muitas vezes o
cofator ¢ ligado firmemente a parte protéica da enzima. Neste caso, o cofator ¢ usualmente chamado
de grupo protético. Geralmente os cofatores sdo estaveis quando expostos ao calor, enquanto que a

parte protéica da enzima ¢ labil nas mesmas condigdes.
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2.1.8 CLASSIFICACAO E NOMENCLATURA

As enzimas sdo classificadas em seis grupos de acordo com o tipo de reagdo que catalisam
(Tabela 2.2). Cada uma destas classes € ainda subdividida, de modo a identificar sem ambigiiidade
cada enzima. Esta nomenclatura oficial é, na pratica, muitas vezes desobedecida em favor de nomes
mais simples cu que se tornaram classicos. Assim, por exemplo, a enzima que catalisa a remogdo de
elétrons do etanol (portanto, uma éxido-redutase) é comumente referida como alcool desidrogenase;
a enzima que transfere um grupo fosfato do ATP para a glicose (uma transferase) ¢ chamada
glicoquinase. Mesmo nestes casos, os nomes sdo dados de forma a indicar o substrato € o tipo de
reacdo, sempre com o sufixo ase. Ainda esta forma de identificagdo apresenta excegdes, como é o
caso das enzimas digestivas: pepsina, tripsina etc. Mas com um pouco de pratica, € possivel prever o

nome da enzima conhecendo-se a reagio que ela catalisa, ou vice-versa.

Tabela 2.2 - ReagGes catalisadas por diferentes classes de enzimas

Classe Tipo de reacio
oxido-redutases oxido-reducio
transferases transferéncia de grupos (A-X + B = A + B-X)
hidrolases hidrdlise
liases adicdo de grupos a duplas ligacdes ou remogio de grupos, deixando dupla
ligacio
150merases isomerizagao
ligases condensacdo de duas moléculas, associada a hidrolise de uma ligaggio de alta
energia

2.1.9 ESPECIFICIDADE ENZIMATICA

Geralmente ha uma grande diferencga de tamanho entre as moléculas de enzimas e as de seus
substratos (em uma reagdo enzimatica, os reagentes sio chamados substratos). As enzimas sio
macromoléculas protéicas - mesmo as mais simples sio formadas de mais de uma centena de
aminoacidos - e seus pesos moleculares variam de 10.000 a alguns milhdes, enquanto o peso
molecular dos substratos ¢ muitas ordens de grandeza inferior, como se pode observar na Tabela

23
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Tabela 2.3 - Pesos moleculares aproximados de enzimas e de seus substratos

Enzima Substrato Peso molecular aproximado
Catalase 200.000
H>0, 34
Urease 500.000
Uréia 60
Fosfofrutoquinase 380.000
frutose 6-fosfato | 300
Glutamina sintetase 600.000
glutamato 150

Embora toda a molécula enzimatica seja necessaria para a reacio catalitica, a ligagdo com o
substrato se da apenas em uma por¢do pequena € bem definida da enzima FEsta regifo a qual o
substrato se liga € chamada centro ativo da enzima. O centro ativo é formado por alguns dos
residuos de aminoacidos presentes na cadeia polipeptidica, trazidos 4 proximidade uns dos outros
pelos dobramentos que constituem a estrutura tercidria da proteina. O centro ativo, assim
organizado, constitui uma cavidade com forma definida aberta sobre a superficie da moiécula
globular e permite a enzima “reconhecer” seu substrato. De fato, uma molécula, para ser aceita
como substrato, deve ter grupos quimicos capazes de estabelecer ligagdes precisas com os radicais
do centro ativo e a forma espacial adequada para se alojar no centro ativo, como na Figura 2.2. Na
verdade, a aproximacio e a ligacdo do substrato induz, na enzima, um ajuste conformacional que a

torna ideal para a catalise.

Figura 2.2 - O centro ativo da enzima tem estrutura espacial especifica: a ligacdo com o substrato
ajusta a conformagio enzimatica, tornando a ideal para a catalise.
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Como cada enzima possui uma organizagdo estrutural especifica, o seu centro ativo permite
a ligacdo apenas do seu substrato, trazendo grande especificidade para a catdlise enzimatica. Esta
especificidade, cujo grau varia entre as enzimas, ¢ sempre maior do que a apresentada pelos
catalisadores inorganicos. Os ions H | por exemplo, atuam como catalisadores de um grande
numero de reagdes, incluindo a hidrolise de proteinas, polissacarideos e ésteres. As enzimas
proteoliticas, ao contrario, sio especificas para a hidrolise de proteinas, ndo atuando sobre

carboidratos ou lipidios, para cujas hidrolises sdo requeridas enzimas proprias.

Entre as enzimas proteoliticas aparecem diferentes graus de especificidade: a pepsina
hidrolisa ligacbes peptidicas das quais participam grupos carboxilicos aromaticos (triptofano,
fenilalanina e tirosina) e a fripsina reconhece apenas ligacGes peptidicas formadas por arginina ou
lisina. Graus extremos de especificidade podem ser encontrados entre as L-aminoxidases, por
exemplo. S#o enzimas capazes de reconhecer isdmeros na configuracio L, sendo inativas para

aminoacidos na forma D.

2.1.10 EFICIENCIA CATALITICA

A estrutura ¢ a forma do centro ativo sio uma decorréncia da estrutura tridimensional da
enzima e podem ser afetadas por quaisquer agentes capazes de provocar mudancas conformacionais
na estrutura protéica. Isto torna a atividade enzimatica catalitica dependente do meio ambiente,

notadamente do pH e temperatura.

A maioria das enzimas apresenta um valor de pH, para o qual sua atividade € maxima, a
velocidade da reacgio diminui a medida que o pH se afasta desse valor 6timo, que € caracteristico
para cada enzima mas, com freqiéncia, estd préximo do pH neutro. Na Tabela 2.4 s3o mostrados

alguns exemplos de enzimas com o seu respectivo pH otimo.

A influéncia do pH sobre a catalise enzimatica pode ser melhor compreendida lembrando que

as enzimas apresentam grupos titulaveis nos residuos de histidina, arginina, lisina, glutamato,



aspartato, cisteina e tirosina. Alguns destes grupos podem fazer parte do centro ativo ou serem
importantes na manutengio da estrutura espacial da molécula. A cada valor de pH, alguns destes

grupos apresentam-se protonados ou desprotonados.

Existe uma concentra¢do hidrogenidnica que propicia um determinado arranjo de grupos
protonados e desprotonados que leva a molécula de enzima a conformacio ideal para exercer seu
papel catalitico. Este pH ofimo depende, portanto, do numero e tipo de grupos ionizavels que uma
enzima apresenta, ou seja, depende de sua estrutura primaria. Por outro lado, quando o substrato
contém grupos ionizaveis, as variagdes de pH também poderdo afetar sua carga. A eficiéncia da
catalise dependera, entdo, de se encontrarem enzima e substrato com conformagdo e carga

adequadas para permitir sua interacio.

Como ocorre com a maioria das reagcdes quimicas, a velocidade da reac@o enzimatica, que, a
0°C, apresenta valores préximos de zero, € favorecida pela elevagio da temperatura. O gradativo
aumento da velocidade so se verifica enquanto a enzima conserva sua estrutura nativa. Acima de 50-
55°C, a maioria das proteinas globulares - enzimas inclusive - sdo desnaturadas. A desnaturagdo
provoca drasticas alteragbes conformacionais na molécula, acarretando a perda da capacidade
catalitica.

Tabela 2.4 - pH 6timo de alguns enzimas

Enzima pH étimo
pepsina 1.5
fosfatase acida 4.5
urease 6.5
tripsina 7.8
arginase 9.7

2.1.11 TRIPSINA

Tripsina € uma serina proteinase, pertencente a uma classe de enzimas que apresentam o
residuo de aminoacido “Ser” em seu sitio ative. Ela se forma no intestino a partir do tripsinogénio

originado nas células pancreaticas. O tripsinogénio € um precursor inativo sintetizado no pancreas,
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cuja ativacgio € feita pela clivagem de uma ligag3o peptidica no intestino delgado, formando assim a

tripsina uma enzima ativa.

A propria tripsina possul efeito ativante, com isso, a ativagdo também ocorre
autocataliticamente. Durante a ativagdo se hbera um hexapeptidec de composi¢io Val-Asp-Asp-
Asp-Asp-Lys. A tripsina esta envolvida, cataliticamente, na hidrélise de ligagbes peptidicas mas
apenas aquelas em que o grupo carboxila ¢ doado por um residuo de lisina ou de arginina,

independentemente do comprimento da seqiiéncia de aminoacidos da cadeia.

A tripsina cristalizada tem um peso molecular de 23.000 e sua atuago otima ocorre em pH
7.8, ou seja, em meio fracamente alcalino; € constituida por 223 aminoacidos. Como se disse, atua
sobre as ligacOes entre lisina e arginina da cadeia peptidica, com isso, a proteina se desnatura com

maior dificuldade.

Ha mais de 5 décadas utiliza-se tripsina em grande escala na indistria, o que tem gerado uma
enorme gama de artigos e estudos de aplicacio nos mais diferenciados grau de pureza. Destacando
algumas aplicacdes das mais citadas, ¢ utilizada em anti inflamatorios medicinais, como clarificadora
de cerveja, em “pool” enzimatico para detergentes, no tratamento de 13 e como auxiliar no

desenvolvimento de membranas e biosensores ( Bailey e Olhs, 1986).

2.2 SEPARACAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS

Desde que as diferentes proteinas diferem em conteiido e seqgiiéncia de aminoacidos, elas
contém razdes diferentes de aminoacidos com grupos R acidos e basicos. Portanto, as proteinas
diferem nas suas curvas de titulagdo acido-base e nos seus pontos isoelétricos (pI}, o pH ao qual elas
ndo se¢ movem num campo elétrico (Tabela 2.5). E também elas diferem umas das outras através de
propriedades caracteristicas, tais como: solubilidade, peso molecular, carga elétrica e afinidade por

determinados compostos. Essas diferengas sdo aproveitadas na separacdo das proteinas umas das



outras. O método de purificagio a ser escolhido dependera da proteina em particular que se

pretende isolar e, usualmente, empregam-se combinacdes seqienciais de diferentes métodos.

Tabela 2.5 - Ponto isoelétrico de algumas proteinas

proteina pH isoelétrico

pepsina <1,0
albumina de ovo 4.6
soroalbumina 49
urease 5.0
B-lactoglobulina 5,2
v-giobulina 6,6
hemoglobina 6,8
mioglobina 7,0
quimotripsinogénio 9,5

citocromo 10,65
tripsina (suina) 6.8
lisozma 11,0

2.2.1 DIALISE

Por serem macromoléculas, as proteinas podemn ser separadas de substdncias de baixo peso
molecular por didlise. Neste processo, a mistura de proteina e moléculas pequenas ¢ colocada
dentro de um saco de material com poros ultramicroscopicos, como o celofane. Quando o saco de
dialise € imerso em agua, as moléculas protéicas ficam retidas, enquanto as moléculas pequenas ou

ions atravessam a membrana de dilise (Figura 2.3).

a) b) G}

Figura 2.3 - Dialise
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2.2.2 FILTRACAO EM GEL

A separagdo das proteinas de uma mistura pode ser efetuada por métodos baseados na
diferenca de tamanho entre as moléculas, J& que o peso molecular das proteinas varia de alguns
mithares (13.000 para citocromos ¢) a varios milhdes (2.800.000 para hemocianina). A mais usada
destas técnicas ¢ a filtragiio em gel. A mistura de proteinas € passada através de uma coluna formada
por um gel constituido por esferas contendo poros de tamanho definido. As moléculas menores do
gue o didgmetro dos poros podem penetrar nas esferas, ao passo que as maiores nio. Deste modo, as
moléculas menores percorrem, ao longo da coluna, um trajeto muito maior do que as moléculas
maiores, que sairdo da coluna em primeiro lugar (Figura 2.4). Este método também permite a

separagdo entre proteinas e moléculas ou ions pequenos (como na dialise).

#
UF

Bt

Figura 2.4 - Filtragio em gel

2.2.3 ELETROFORESE

Em um mesmo pH, proteinas diferentes apresentarfo cargas liquidas diferentes, o que
determinara velocidades de migracio diferentes se as proteinas forem submetidas a um campo

elétrico. Este € o principio da eletroforese. A mistura de proteinas € aplicada sobre um suporte
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inerte, constituido por papel ou poliacrilamida. Depois de submetidas por algum tempo a uma
diferenca de potencial adequado, a posicBo das diferentes proteinas é revelada por coloragio

especifica para proteinas (Figura 2.5).

&

o)

Figura 2.5 - Eletroforese

2.2.4 CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Proteinas que apresentem afimdade especifica por algum composto podem ser purificadas
por cromatografia de afinidade (Figura 2.6). O principio do método consiste em ligar o composto
pelo qual a proteina tem afinidade (ligante) a uma matriz insolavel e, com este material, preparar
uma coluna. A mistura de proteinas é passada pela coluna: a proteina de interesse fica adsorvida a
coluna, gragas a interagiio nfo-covalente com o ligante, ¢ as outras proteinas passam livremente. A
proteina adsorvida pode ser diluida, por adigdo de solugdo concentrada do ligante. Se a proteina for
uma enzima, o ligante pode ser o substrato, o produto ou um inibidor competitivo. No caso de

purificagdo de anticorpos, o ligante ulizado € o antigeno.
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Figura 2.6 - Cromatografia de afinidade

2.2.5 EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

Os métodos de purificagio geralmente utilizados no processo de recuperagio dos produtos
obtidos por fermentacdo envolvem mdltiplos procedimentos, entre eles varias etapas
cromatograficas com um elevado gasto de tempo, levando, muitas vezes, a baixos rendimentos de
recuperacdo do produto. No entanto, novas tecnologias de purificacdo tém sido desenvolvidas.
Entre elas estda a extracio liquido-liquido, que representa um primeiro passc em processos

alternativos de purificacgio.

A extracdo liquido-liquido € um processo que envolve a transferéncia de massa entre dois
liquidos imisciveis, tendo a capacidade de realizar separagdes que sdo dificil ou economicamente
inviavel por outros métodos. Na extragdo Hhquido-liqudo, a separagdo de um componente de uma
solugdo liquida homogénea ocorre pela adig8@o de um constituinte liquido, insolavel ou parcialmente
soluvel na solug@io, o solvente, no qual o componente a ser extraido da solugdo, o soluto, €
preferencialmente solivel. O soluto se difunde no solvente com uma velocidade caracteristica até
que as concentragoes de equilibrio sdo atingidas em cada uma das fases formadas. Este processo de
separa¢do ¢ baseado na distribuicio do soluto entre as duas fases e a miscibilidade parcial dos

liquidos.
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O conhecimento das relagtes de equilibrio de fases é fundamental para analises quantitativas
de processos de extragdo. As relagdes de equilibrio de fases sdo baseadas em principios
termodinidmicos e representadas por diagramas estabelecidos por leis de distribuigdo dos

constituintes entre as fases.

A escolha entre os métodos de separacio € feita de acordo com aspectos econdmicos e de
caracteristicas fisicas e quimicas dos componentes da mistura a ser separada. A partir desta analise a
extracio liguido-liquido pode ser aplicada em processos biotecnologicos, como um grande aliado
para separagio e purificagio de proteinas. A extracdo liquido-liquido também pode ser usada como
um passo de pré-purificagdo, podendo-se, assim, obter melhores resultados com a combinacio da

extracdo liquido-liquido e outras técnicas, entre elas, os processos cromatograficos.

Um outro meio que pode ser usado em processos de extragdo liquido-liquido séo os sistemas
de duas fases aquosas. Os sistemas de duas fases aquosas podem ser facilmente ampliados da escala
de laboratdrio para a planta piloto, sem mudanga na natureza ou eficiéncia do processo. Além disso,
desde que ndo ha fase sdlida, a mistura entre as duas fases € possivel ¢ o transporte interfasico ¢
rapido. As vezes, muito pouco tempo € requerido para que a maioria dos sistemas bifasicos alcance
o equilibrio. Um outro ponto favoravel € que as fases sdo compativeis com quase todas as proteinas
conhecidas. Portanto, sistemas com duas fases aquosas s30 uma alternativa extremamente atrativa

para a separag¢3o e purificagdo de proteinas em larga escala.

Esses sistemas, que vém sendo testados com sucesso, sdo constituidos por duas fases
aguosas imisciveis ou parcialmente misciveis, obtidas pela adi¢do de dois polimeros hidrofilicos,
como, por exemplo, o polietileno glicol (PEG) e a dextrana ou de um desses polimeros ¢ um sal,

como, por exemplo, o PEG e o fosfato de potassio.

Os polimeros podem ser sintéticos, como € o caso do PEG, que ¢ um éter polimérico

sinfético, ou naturais, como € o caso da dextrana, que é uma cadeia de agiicar natural.
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Devido ao alto conteudo de agua presente no sistema, € possivel separar e purificar
bioprodutos sob condigbes amenas num ambiente adequado & preservacdo de suas principais

caracteristicas (Kula, 1982 e Albertsson, 1986).

A particBo em sistemas de duas fases aquosas é, principalmente, um processo onde os
grupos expostos das moléculas entram em contato com os componentes da fase e ¢, portanto, um

fenomeno dependente da superficie (Albertsson, 1986).

A influéncia de diferentes fatores sobre a partigdo de proteinas (Rabelo, 1998) é mostrada
pelo logaritmo do coeficiente de particio. Essa influéncia pode ser considerada como a soma dos

logaritmos de varios termos:

+InkK

conf

nK=mnK, +lnkK,, +0kK,  +Ink

bicesp tamanho

Essa equagdo inclut um termo hidrofébico (Kpjgrof ). um termo que inclui os efeitos
eletrostaticos (Kgajet ), principalmente determinado pela carga da proteina e, também, pelo pH, pela

distribuicio de ions e pela carga dos polimeros envolvidos, um termo que inclui os efeitos do

tamanho da proteina e do polimero (Kiamanho)> um termo que inclui os efeitos da conformacio

(Kconf ) € um termo que inclui os efeitos da afinidade dos ligantes (Kbioesp)-

Esta técnica, utilizando solventes orgénicos, também vem sendo abordada mais ela € limitada
normalmente pelas caracteristicas hidrofilicas dos produtos de fermentagio, levando a utilizagdo de
elevadas razbes entre as fases orgénica e aquosa, devido aos baixos coeficientes de parti¢do dos
produtos em relacdo ao solvente orginico. Como os solventes orgénicos sao geralmente toxicos
para as proteinas e, também, provocam sua desnatura¢io, outros meios extratores s3o usados para a

aplicacdo da extracdo liquido-liquido.

Um desses meios é o de solugcbes de micelas reversas, pois € um sistema que protege a

proteina da desnaturagdo € pode ser bastante seletivo.
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As solugtes de micelas reversas vém recebendo uma especial atengfo, uma vez que as
proteinas sio solubilizadas em seu interior, podendo, deste modo, evitar o contato direto com

solvente organico.

A extracdo liquido-liquido com micelas reversas envolve duas etapas: a primeira € baseada
na capacidade das micelas reversas em solubilizar as proteinas no interior da piscina aquosa da
micela, formada pelo tensoativo no solvente orgéinico, e na segunda etapa, a proteina solubilizada é
reextraida para uma nova fase aquosa, através da mudanga das interag3es entre a proteina e a micela

Teversa.

2.2.6 EQUIPAMENTOS PARA A EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO

Para o processo de extragio liquido-liquido, existem 3 tipos basicos de equipamentos:
misturadores-decantadores; colunas extratoras e extratores centrifugos. Indiferente ao tipo de
equipamento, toda operagdo de extracdo com solvente envolve contato e separagio liquido-liquido

(Kadam, 1986).

Os tipos de equipamentos utilizados no processo de extracfo liquido-liquido vém
aumentando nos ultimos anos, € vanam desde os classicos vasos de mistura até as colunas
centrifugas, sendo possivel classifica-los em dois grandes grupos: equipamentos em “batch”

{descontinuos), € equipamentos de contato continuos.

e Sistemas de contato ‘batch’ (descontinues)

Misturadores-decantadores: Estes sistemas sdo formados por uma série de estagios formados por

tanques misturadores-decantadores, onde a solu¢io e o solvente sdo misturados até serem atingidas
as concentragdes de equilibrio em ambas as fases. Apos isso, deixa-se decantar a fase mais densa e,
entdo, faz-se a separagio das fases antes delas passarem ao proximo estagio. Um esquema destes

sistemas € mostrado na Figura 2.7.
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Nestes equipamentos, obtém-se altas eficiéncias de separacio em cada estagio. A grande
desvantagem destes equipamentos ¢ o grande espaco fisico necessario para sua instalagdo,
principalmente nos casos em que o tempo para se atingir o equilibrio ou a decantagdo da fase densa

¢ muito grande.

‘ ENTRADA
ENTRADA DA FASE
Da FASE LEVE
FESADA

| 14+ 14~
——
i 1
| f I
)

R A A A R

SAIDA DA FASE
Dg;ﬂ PRSADA

Figura 2.7 - misturadores - decantadores

» Sistemas de contato diferencial { continue )

A diferenca essencial entre a operacdo em estagio € de contato continuo pode ser resumida
da seguinte forma: no caso da operagdo em estagios, o fluxo difusional de matéria entre as fases
ocorre para reduzir a diferenca de concentragdio que causa o fluxo. Se prosseguir por um tempo
longo o suficiente, um equilibrio € estabelecido, depois do qual nenhum fluxo difusional ocorre. A
taxa de difusdo e o tempo determinam a eficiéncia do estagio que pode ser alcancada numa certa

situacdo.

Por outro lado, na operac¢io de contato continuo, ¢ afastamento do equilibrio € mantido e o
fluxo difusional entre as fases pode continuar sem interrupco. A escolha entre os métodos depende
da eficiéncia que pode ser alcancada e razdes econdmicas. Com alta eficiéncia, uma planta
relativamente barata pode ser conseguida, cuja performance pode ser confiavelmente predita,
usando-se a operacdo em estagios. Com baixa eficiéncia, contudo, os métodos de contato continuo

podem se tornar mais desejaveis por razdes de custo, principalmente.
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Nos sistemas diferenciais, os liqguidos escoam continuamente em contracorrente, sem
misturadores ou decantadores intermediarios, sendo que estes contatores sio normalmente colunas
verticais. O escoamento em contracorrente ocorre em fungdo da diferenca de densidade entre os
liquidos em contato na coluna. A fase mais densa € alimentada no topo e flui por gravidade no
interior da coluna e a fase menos densa € alimentada na base e flui em direcio ao topo da coluna. As
colunas de contato diferencial sio equipamentos mais compactos, ocupando menor espaco fisico

que os misturadores-decantadores.

Esta categoria pode ainda ser subdividida nas seguintes classes, de acordo com a maneira de

se promover a mistura das fases:

__Extratores sem agitaciio mecinica e separaciio pela gravidade;

Nestes equipamentos, a forma de promover o contato entre as fases (e portanto a
transferéncia de massa), € a agdo da for¢a gravitacional, gracas & diferenca de densidades entre as
duas fases. S3o os mais simples dos extratores diferenciais usados na extracdo liquido-liquido.
Apresentam baixo custo de instalagdo e manutengio e ocupam reduzido espago fisico. A principal
desvantagem € a baixa eficiéncia de separagio que é obtida. Sdo exemplos: colunas Spray, colunas

Recheadas.

__Extratores agitados por pulsacdes;

Nos extratores desta classe, além da forga da gravidade, tem-se a ag3o da agitacdo mecénica
que pode ser empregada através de pulsagOes.

A agitag3o mecénica e a forca da gravidade agem conjuntamente como forgas motrizes para
a transferéncia de massa na coluna. Nestes equipamentos, a eficiéncia de separagdo cresce bastante
em relagio aos equipamentos da classe anterior. A principal desvantagem € o alto consumo de

energia necessario para produzir as pulsagdes.

__Extratores agitados por sistema rotativos;
Nos extratores agitados por sistemas rotativos, a for¢a da gravidade atua em conjunto com a

energia introduzida por esses sistemas de rotagdo, que podem ser : discos rigidos ou perfurados,
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pas, turbinas, etc. O grau de dispersdo, e, portanto, o grau de transferéncia de massa, ¢ bastante
elevado em comparacio aos equipamentos sem agitacio mecénica. S3o exemplos: o extrator

“Scheibel” e os de discos rotativos {(RDC).

__ Extratores Centrifagos;

Os equipamentos desta classe utilizam a forga centrifuga como forga motriz para a
transferéncia de massa. Eles sdo de desenvolvimento mais recente e possuem alta eficiéncia de
separacgdo € ocupam reduzido espago fisico. A desvantagem € o seu alto custo de implantagdo. Por
outro lado, estes extratores sdo especialmente ttets para liquidos de diferencas de densidade muito
pequenas ¢ onde um curto tempo de operagdo € essencial, como em algumas aplicagdes
farmacéuticas (por exemplo, a extracio de penicilina de meios de cultura). S0 exemplos extrator

Podbielmak, Luwesta, Laval.

2.3 EXTRACAO LiQUIDO-LIiQUIDO COM MICELAS
REVERSAS.

A extragdo liquido-liquido € uma operag@io unitaria tradicional da engenharia quimica, que
facilita a ampliagc@o da escala e torna bastante promissor o uso da técnica de micela reversa para a
extragio de produtos de origem biolégica (Rahaman et al., 1988). A eficiéncia da extragio liquido-
liquido de uma proteina por micela reversa em larga escala depende da facilidade com que a proteina
¢é transferida de uma fase para outra e da inalterabilidade da fungio biologica do produto final

recuperado.

Os processos convencionais de extragio de proteinas em solventes organicos freqiientemente
causam desnaturacio irreversivel e perda de funcio biologica. As pobres seletividade e capacidade

de solubilizagdo de solventes para os bioprodutos sdo também grandes limitagoes.

A recuperacio de biomoléculas usando micelas € um processo de extragdo liquido-liquido

que tem recebido atengio crescente uma vez que se mostrou que as proteinas podem ser




25

solubilizadas em solventes orginicos com surfactantes, mantendo suas propriedades funcionais, e
serem transferidas entre uma solucgio aquosa e uma fase orgénica de micelas reversas (M. Dekker

1987).

A recuperacio de biomoléculas de uma solu¢io aquosa € atingida em dois passos, extragio
direta para uma fase orgénica de micelas e subsegliente reextragdo para uma nova fase aquosa. A
transferéncia seletiva pode ser realizada por manipulagdo dos pardmetros do sistema. O uso de
micelas reversas para separacdo, purificaciio e concentracio de proteinas e outras biomoleculas €
agora considerada uma técnica promissora, com potencial para aplicagio em grande escala.
Separacgdo de musturas de proteinas, recuperacdo de enzimas extracelulares de um meio fermentativo
e recuperacio de enzimas intracelulares tém sido reportados. Esforcos tém sido feitos para estender

esta técnica para um processo de extracio continua (Cabral e a/. 1993).

O principal objetivo dos esforgos pelo desenvolvimento de novos processos de separagio €
possibilitar a separagio das enzimas diretamente do meio fermentado e conseguir sua concentragio ¢
purificagdo a custos viaveis. A extragio liquido-liquido de enzimas industriais por micelas reversas

permite alcangar esse desafio (Meyer, 1992; Krei, Hustedt, 1989).

Dentre os exemplos que tém sido referidos, de aplicagdes bem sucedidas de sistemas
micelares para o isolamento e purificacio de proteinas, citam-se nomeadamente: a extragdo continua
de uma a-amilase usando duas unidades de misturadores - decantadores (Dekker ef al., 1986), a
separacio seletiva de uma mistura sintética de proteinas (Goklen e Hatton, 1987), a recuperagdo de
uma protease alcalina extracelular de um meio de fermentagdo (Rahaman et al., 1988), e a separagio
seletiva de purificagdo de uma preparagdo lipolitica de Chromobacterium viscosum (Vicente et al.,

1990; Aires-Barros e Cabral, 1991).

Mais recentemente, sistemas micelares foram aplicados na separagéo e purificagio de uma o-
amilase de meio de fermentagio complexo (Krei e Hustedt, 1992), na extracdo de proteinas
recombinantes (citocromo b3) (Pires e Cabral, 1992) e na extra¢do de uma cutinase em sistemas

descontinuos e continuos (Carmneiro-da-Cunha ef al., 1994a, 1994b), e de um extrato comercial de
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isoperoxidades de rabano composto por sete isoenzimas (Regalo ef al., 1994), extragio ribonuclease
(Lye et al., 1995), extragio de lisozima usando solu¢do de micelas reversas ( Kinugasa er al., 1996),
extragdo liquido-liquido de xilanase por micela reversa (Gongalves Rodrigues, 1997), extragdo de

quimotripsina usando sistemas micelares reversas mistas de AOT-DOLPA ( Goto M. eral _, 1998).

Rabelo e Tambourgi (1995) observam que a aplicagio da extrac@o de proteinas por micelas
reversas para a recupera¢do de bioprodutos, em larga escala, enfrenta os mesmos problemas

encontrados em operacgdes de extragdo tradicionais.

E importante manter-se grandes areas interfaciais entre as fases para assegurar taxas de
transferéncia de massa aceitaveis e isso € geralmente obtido pela dispersio de uma fase na outra por
melos mecanicos. Tipos de equipamentos tipicos incluem simples sistemas misturador-decantador,
contatores tipo coluna de escoamento em contracorrente agitados e unidades centrifugas projetadas

pela Podbielniak e Westfalia (Lo et al., 1983).

Os dispositivos de contato continuo podem ter baixas eficiéncias de estagio devido aos
problemas de caminhos preferenciais e mistura incompleta das duas fases. Eles também tém uma
faixa restrita de condi¢es de operagdo, em particular, relativa as taxas de escoamento, o que €
essencial para evitar a “mundagdo” na coluna. A “inundagdo” ocorre quando uma fase passa a
“rejeitar” a outra, impedindo a sua dispersdo. Além disso, a presenca de altos niveis de tensoativos
no sistema poderia levar a formagio de emulsdes relativamente estaveis. A separagdo das fases pode
ser methorada com um contator centrifugo. Tais contatores t€m sido usados com sucesso por
décadas na recuperacdo de antibidticos de meios de fermentacfio € os problemas associados com a

formacio de emulsio tém sido superados, em grande parte (Hatton, 1989).
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2.3.1 MICELAS

Utllizando a tecnologia de extracdc liquido-liquido, e uma nova classe de solventes
orgénicos que oferecem propriedades de solubilizagio de muitos tensoativos, os quais tendem a

agregar-se em determinadas concentracdes formando micelas reversas.

De acordo com Krei, Hustedt (1989) o termo “micela “foi utilizado pela primeira vez em

1913, para descrever a organizagio de eletrolitos anfifilicos em solugGes aquosas.

Estes tensoativos sdio moléculas que possuem caracteristicas anfifilicas, ou seja, possuem
na mesma molécula uma porcio hidrofilica ou polar, denominada cabega, e uma por¢io
hidrofébica ou apolar, a que se refere como cauda (Figura 2 8a). Quando em meio aquoso, tende,
em determinadas concentragbes, a se auto-organizarem formando estruturas esféricas ou
elipsoidais denominadas micelas, expondo sua porgdo hidrofilica ao meio, e, por conseguinte,
retraindo sua porgdo hidrofdbica ao interior das micelas (Figura 2.8d). Ja na situacio da
solubiliza¢@o de surfactantes em meio organico, 2 inversio da conformagio micelar ocorre devido
as caracteristicas apolares do meio. Ou seja, a estrutura micelar se mantém, porém neste meio a
porgdo hidrofébica € que fica exposta e a porgdo hidrofilica se retrai para o interior da micela

(Figura 2.8e).

Nesta situacdo temos a chamada micela reversa, seu ndcleo, por suas caracteristicas
hidrofilicas pode, em determinadas condigdes, reter agua, que fica parcialmente protegida do
contato com o solvente orgdnico pelo agregado de moléculas de surfatante. E neste niicleo, ou
piscina, como se referem muitos autores, que a proteina pode ser acondicionada sem perda de

atividade.
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() - parte HIDROFILIGA
| - parte HIDROFOBICA

Figura 2.8 Representagio esquematica da estrutura micelar
a) molécula do agente tensoativo
b) monocamada de agente tensoativo
c¢) dupla camada de agente tensoativo
d) micela reversa (em solvente apolar)

e) micela normal (em solvente polar)

As micelas reversas podem ser encaradas como gotas de agua encapsuladas, com 1 - 10
nm de didmetro, mantidas em solugdes de solventes apolares pela acio de um agente tensoativo,
formando uma piscina aquosa (Luisi ¢ Laane, 1986). Quando o conteido de agua €
suficientemente elevado para formar uma microfase independente no interior do agregado, o
termo microemulsdo € o mais adequado do que o de micela. Contudo, o limite para que esta
trasigio ocorra ndo € muito preciso € o nome micela € entdio usado como termo geral (Luisi et al |

1983).

As contribuigSes de Luisi et al. (1977, 1979) e Martinek et al. (1978), com as primeiras

descobertas de que as proteinas com atividade biolégica poderiam ser isoladas no interior de
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agregados de tensoativos em solventes organicos, deram inicio a aplicacdo do isolamento e da

purificacdo em sistemas micelares.

A formacdo de micelas reversas depende de uma concentracdo minima de tensoativo que
pode variar, asstm como seu tipo. Sem a concentragio minima de tensoativo, chamada
concentracio critica de formagdo (0,1 a 1mM), nao ha formagao de micela. Também sua formacéio
depende do equilibrio de um sistema ternario, composto por solvente orginico (isooctano), agua e

tensoativo (AOT), (Figura 2.9).

AOT

Cristais Liquidos

Solugio com
Micelas Reversas

Regiao de
duas Fases

Fase
Aquosa

Agua & Iso-octane

Figura 2.9- Diagrama de fases tipico para o sistema AOT/agua/isooctano

Dependendo da concentragio de cada componente individual do sistema, os produtos
formados podem ser: micelas normais, estruturas lamelares ou tubulares, ou micelas reversas, i.e,,

agregados com uma configuragio esférica ou elipsoidal (Martinek ef al., 1989).

As micelas reversas podem ocorrer em presenca de diferentes solventes, tais como:
hidrocarbonetos alifaticos (n-octano, iso-octano, n-heptano), aromaticos (benzeno, xileno),
cloroférmio, éter dietilico e, em musturas destes solventes. O mesmo acontece também em
presenca dos tensoativos normalmente utilizados na formagio de micelas reversas, tais como: ©
dioctilsulfosuccinato de sodio (AOT), os tensoativos derivados de polioxidos de etileno (Tween,
Triton), os halogenetos de alquil amoénio (CTAB, TOMAC, TTAB) e os fosfolipideos
(Fosfatidilcolina) ( Luisi e Magid, 1986; Martinek ez al., 1989).




Para a sua utiizagdo, deve-se levar em conta o valor do ponto isoelétrico da proteina a ser

separada e o tamanho da micela desejada (Krei, Hustedt, 1989, Meyer, 1992).

2.3.2 TIPOS DE TENSOATIVOS

Os compostos quimicos genericamente conhecidos como tensoativos sio constituidos por
duas partes: uma parte apolar (hidrocarbonada) e uma parte polar ou idnica. A parte apolar pode
ser linear ou ramificada, e interagir apenas fracamente com as moléculas do ambiente aquoso
sendo, portanto, designadas de hidrofobas. A parte polar ou idnica da molécula do tensoativo,
usualmente denominada de grupo polar ou cabega do surfactante, interage fortemente com a agua,

via interagdes dipolo-dipolo ou ion-dipolo e € solvatada (Figura 2.10) (Ottewill, 1984).

Cadeia Linear ou Ramificada,

Hidrocarbonada ou Fluorocarbonada Grupo
Polar

Figuara 2.10- Esquema de uma molécula de tensoativo

Os tensoativos podem ser classificados de acordo com a estrutura molecular da parte polar
em catidnico, anidnico, neutro € anfoteros ou zwitteridnicos. Alguns tipos de tensoativos bem

como sua classificagdo estdo relacionados abaixo:

1) Catidnicos

Sdo caracterizados por possuiremn um grupo polar com carga positiva ligada a cadeia
carbonica. Estes tensoativos possuem algumas propriedades importantes, como por exemplo sio
usados como bactericidas.

CH: - (CH,), N (CH::X Ex: Brometo de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)



X = Haleto,

[X =Br en=15]

CH; - (CHz)n- N - (CsH5) X Ex: Cloreto de hexadecilpiridinio (CPC)
[X =Cl en=15]

2) Aniénicos
Sdo aqueles que apresentam um grupo polar com carga negativa, e propriedades fisicas
supertores acs demais no que se refere ao poder de espuma e detergéncia. Os principais exemplos

desta classe sdo os alquil sulfatos, alquil éter sulfatos e alquil sulfossuccinatos.

CH: - (CHy)n- OSO M’ Ex: Dodecilsulfato de sodio (SDS)
CH; - (CH;),- SO M Ex: Dodecilsulfonato de sodio (SDSO)
[M'=Na" en=11]

Ex: Dioctilsutfosuccinato de sodio (Aerossol OT ou AOT) (Figura 2.11)

GH,

CH,

0! C C CH
\C/O\CHQ/ iCHz/ |-12\CH2/' 3

|

H,

Nat 0,8—CH
0 C C CH
C\/ \CH{IH\CH{ HI\CHz/ 3

7,

CH,

Figura 2.11 - Aerossol OT

3) Niao lonicos
Sido caracterizados por terem um grupo polar sem carga ligada 3 cadela carbdmca.

Possuem como caracteristicas principais: compatibilidade com a maioria das matérias-primas
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utilizadas em cosmeticos, t€ém baixa irritabilidade a pele e aos olhos, alto poder de redugdo da
tensdo superficial, baixo poder de detergéncia e baixo poder de espuma. Os exemplo mais comuns
desta classe s3o os derivados de polidis.
CizHys - (OCH,CH,),OH Ex: Polioxietileno (23) dodecil éter (Br = 35, [n= 23]
CH;- (CHp)y- {(Cells) - O - (CH; - CH - O ) - H

Ex: Polioxietileno (9,5) Octilfenol (Triton X100), n=7 e m=10

4) Anfoteros ou Zwitterionicos

Estes tensoativos sdo caracterizados por conter na mesma molécula grupos com carga
positiva € grupos com carga negativa. Qs tensoativos destas classe s3o derivados das betainas e
imidazolinas.
CHs - (CHy), - N'(CH;), - CH; - COOX Ex: N-Dodecil-N,N-Dimetilglicina [n = 11]

O ponto isoelétrico (pl) da proteina ¢ quem definira a escolha do tipo de surfatante para
sistemas micelares, se amdnico ou catibnico. Para situacdes onde se necessita trabalhar com a
proteina em valores de pH abaixo de seu pl, a mesma apresentara distribuigo dos residuos
positivo. Portanto, para uma melhor transferéncia de massa preferencialmente se escotheria um
tensoativo anidénico. Para o caso contrario, ou seja, 0 pH do sistema acima do pl, o valor da
distribuicio de cargas na molécula de proteina seria negativa. Portanto, o surfatante

preferencialmente escolhido seria o catiénico.

Outro importante fator relacionado com tensoativos € a sua concentragio. Goklen ef al.
(1986) afirma em que, aumentando-se a concentragdo de tensoativo, aumenta-se a capacidade de
retengdo de agua na fase orgdnica e, por conseguinte, ha um aumento no tamanho das micelas
formadas, pelo aumento do niimero de agrega¢do de moléculas de tensoativo. Este fato pode vir a
ser desejavel ou ndo, pois 0 sistema em questdo pode possuir proteinas indesejaveis de grande

porte que poderiam vir a ser solubilizadas.

Embora o mecanismo para explicar este tipo de efeito ndo esteja satisfatoriamente

explicado, Chang ef al. (1994) constataram experimentalmente, por andlise de dispersido de luz,
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que ha um aumento significativo do raio micelar com o aumento da concentracdo de tensoativo na

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

Ja em relagdo a origem, os tensoativos sio classificados em naturais ou sintéticos. Embora
a maioria dos tensecativos sintéficos sejam quimicamente bastante resistentes, eles apresentam uma
certa toxicidade, e, por este motivo, a utilizagdo dos tensoativos naturals apresenta vantagens,
principalmente por serem biogradaveis. Apesar da producfio dos tensoativos naturais ser obtida a
partir de recursos renovaveis, e a grande diversidade estrutural e as diversas propriedades fisico-
quimicas facilitem sua obtengfo, os elevados custos de producdio ndo tornam economicamente

viavel a sua utilizacdo (Hauser, 1984, Fiechter, 1992).

2.3.3 SOLVENTE ORGANICO

O efeito do solvente orginico na transferéncia de proteina e recuperagio da atividade
enzimatica em um processo de extraciic micelar reversa, € significativo no comportamento de
agregacgdo do surfactante, tamanho e forma das micelas reversas e a capacidade de solubilizagio do

sistema.

Com relacio aos solventes, a premnissa basica para a sua utilizagdo no sistema de micelas
reversas € que sejam imisciveis com a agua, pois além de a agua ser o meio mais convencional onde
se efetuam fermentagdes, € também um dos solventes mais utilizados na primeira etapa da maioria
dos protocolos de purificagdo: a lixiviagdo. Entre os solventes organicos utilizados como meio
dispersivo na formacdo de micelas, destacam-se os hidrocarbonetos alifaticos (como 0 n-octano,
isooctano e n-heptano); porém os hidrocarbonetos aromaticos (como o benzeno e o xileno), e os
halogenados (como o cloroformio), também podem ser utilizados (Luisi ef al, 1988; Luisi e

Magid, 1986).

Qutra caracteristica vital para a escolha de solvente orginicos € que ndo devem desnaturar as

proteinas quando utilizados em sistemas micelares.
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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 iso-octano seria o solvente que menor influéncia teria na desnaturacio. Laane ef al.
(1987) definiram algumas regras para otimizaco do tipo de solvente orginico em micelas invertidas,
baseadas no logantmo do coeficiente de particdo do solvente (log P). Segundo estes autores, a
catalise enzimdtica ¢ altamente favorecida em valores de log P>4,0. Esta hipotese foi justificada pelo
fato dos solventes com maior grau de polaridade poderem interagir com a agua intramicelar,
desestabilizando as enzimas encapsuladas no interior das micelas. Para fins quantitativos, o 1so-

octano possui, por exemplo, log P =4.5.

Qing - Long Chang (1994) usando a tripsina como proteina modelo e AOT como surfactante
modelo, investigou o efeito de uma variedade de solventes na transferéncia da proteina e
recuperacdo da atividade durante a extragio micelar reversa. Verificou que muitos solventes,
incluindo iso-octano, octano, heptano e querosene, t€m efeitos similares na recuperagio da atividade
da proteina depois de um ciclo completo de extracdo e reextraciio, e poderiam todos ser usados
como solventes para extracio de proteinas com micelas reversas de AQT. Dois outros solventes, no

entanto, (hexano e ciclohexano) nédo foram tdo eficientes.

2.3.4 SOLUBILIZACAO DE PROTEINAS

A solubilizac¢do de proteinas em micelas reversas € geralmente expressa como uma fungdo do
grau de hidratacdo da micela, expressa pelo parametro Wo. Este pardmetro € definido como a razo

entre a concentrag&o molar da agua e do tensoativo.
Wo = [ Agual/ [Tensoativo]
O limite exato de solubilizacdo ndo € preciso e depende de muitos fatores: temperatura, pH

da solugido aquosa, natureza do solvente orgénico, concentracio da agua e tensoativo no sistema e

natureza da proteina (Levasshov ef al , 1984; Kadam, 1986; Robinson, 1990).
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Para alguns autores, este pardmetro € de extrema importincia no sistema de micelas reversas
pois determina a maioria das propriedades fisicas e estruturais das micelas. Do valor deste pardmetro
podem ser determinados o ntimero de moléculas de surfactante por micela e o raio micelar.
Ruckenstein e Karpe (1991) e Luisi ef al. (1988), a partir de consideracdes como a de se assumir as
micelas reversas como possuindo geometria esférica, relacionaram teoricamente o parametro Wo
com outros pardmetros estruturais das micelas, como o raio micelar médio (r, em Angstrons), o
numero de agregacio (Nag) e a concentragio molar de micelas (CM, em Moles.dm™), a partir das
equacdes:

r= 1,64 Wo
Nag=0,611 Wo
CM = 1,64 {[AOT]} / Wo}

A validade destas equagdes foi testada, e segundo Castro ¢ Cabral (1988), apresenta boa
aproximagdo ao sistema AOT/isooctano. Os autores confirmaram os valores preditos através de
analise com raios-X, por espalhamentc de luz (light scattring), por ultracentrifugacio e por
ressondncia magnética nuclear (RNM). Obtido o valor do tamanho da micela, e conhecendo-se o
tamanho da proteina, pode-se verificar previamente se a proteina pode ser encapsulada; ou ainda, em
que condi¢Bes teriamos sua expulsdo da micela, pelo encolhimento desta, o que constitui fator

importante na reextracdo da proteina da fase organica.

Em virtude do sistema micelar ser flexivel, a molécula de enzima solubilizada na piscina
aquosa, pode ser encontrada em trés diferentes localizagbes no interior da micela, de acordo com a

natureza do enzima (Figura 2.12), de modo a manter sua atividade catalitica.
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Figura 2.12- Representagdo esquematica de uma micela reversa contendo
a) proteina hidrofilica;
b) proteina ativa a nivel de superficie;

c) proteina hidrofobica;

Pelo esquema da Figura 2.12, verifica-se que uma molécula de uma proteina hidrofilica tanto
pode evitar um contato direto com o solvente orgnico como com a superficie da cavidade interna
da micela reversa formada pelos grupos polares do tensoativo, localizando-se no interior do centro
aquoso da micela reversa, uma enzima ativa a nivel de superficie atua com a camada superficial do
tensoativo da micela reversa ou mesmo pode ser parcialmente absorvida nela; e finalmente uma

proteina hidréfoba pode ficar em contato com o solvente orgénico.

Embora ndo se saiba muito sobre o mecamsmo de solubilizagdo e nem como a proteina se
encontra realmente dentro da micela muitos modelos ja foram propostos de uma maneira bem
satisfatoria. Apesar disso, as proteinas podem ser eficientemente separadas e recuperadas por
extracdo liquido-liquido, utilizando sistemas de micelas reversas, manipulando-se pardmetros do

processo.
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2.3.5 FATORES QUE AFETAM A EFICIENCIA DA EXTRACAO DE
PROTEINAS POR MICELAS REVERSAS.

A transferéncia de fase das proteinas depende de muitos fatores relacionados as propriedades
inerentes ao proprio sistema micelar ¢ as propriedades das biomoléculas. Dentre estes fatores citam-
se: o pH, a forca idnica, o tipo de solvente orgénico e as propriedades fisico-quimicas das proteinas,
tais como © seu ponto 1soelétrico (pl), a hidrofobicidade, o tamanho, e a distribuicio de cargas

{Andrews, Haywood, 1994)

Segundo Castro e Cabral (1988), € possivel conseguir a solubilizagio seletiva de uma
mistura de proteinas, no sistema micelar, por manipulagdo das mesmas vanaveis que definem a
forma e o tamanho da micela. A manipulagio destes fatores permite a utilizagdo do sistema de
micela reversa no isolamento e purificag@o de proteinas. Os fatores mais importantes sdo aqueles
que estabelecem as interagdes eletrostaticas entre as proteinas e os diversos componentes da micela,
nomeadamente o pH e a forca i6nica (Pires et al. 1996). Estes fatores serdo abordados nos itens

subsequentes.

2.3.5.1 Efeito do pH

Segundo Andrew et al. (1990), o pH de uma solugio afeta as caracteristicas de solubilizagio
das proteinas, principalmente porque modifica a distribui¢io de cargas na superficie da proteina. Se
o valor do pH for inferior ao do ponto isoelétrico, a proteina apresentara carga liquida posttiva; se
for superior, a carga serd negativa. Assim sendo, quando se usa agente tensoativo anidnico na
formagio da micela, deve-se trabalhar somente com valores de pH abaixo do ponto isoelétrico,
condicio que favorece a atra¢do eletrostatica entre a proteina e a parte polar dos agentes
tensoativos. Com valores de pH acima do ponto isoelétrico, ha repulsdo eletrostatica e inibigdo da
solubiliza¢do de proteinas. Neste caso, agentes tensoativos catidnicos deverdo entdo ser utilizados.

Em trabalhos usando-se o tensoativo aniénico AOT (Aerossol-OT: di-2-etil hexil-

sulfosuccinato de sodio), Luisi e colaboradores {1983) ndo observaram essas tendéncias, usando a
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ribonuclease A. Eles observaram que a transferéncia foi mais eficiente pa faixa de pH alcalino e,
portanto, concluiram que interagdes eletrostaticas nio eram importantes no processo de

solubilizag¢do global.

Goklen e Hatton (1987) encontraram que o oposto € verdade para trés proteinas de baixo
peso molecular ; vibonuclease A, citocromo ¢ e lisozima. Com uma solugdo de AOT 50 mM, houve
uma mudanga marcante no comportamento de solubilizagio, no pl de cada proteina, que demarcava
a regido de nenhuma solubilizagao (pH > pl) e aquela de transferéncia para a solugdo orgéanica (pH <
pl). Essa observagdo concorda com o mecamsmo de solubilizagio baseado nas interagdes

eletrostaticas.

Alguns autores (Luisi er al., 1979, Castro et al., 1988) obtiveram transferéncia de proteina
em situacdes contrarias as ja descritas, ou seja: trabalhando com a proteina apresentando sinal de
distribui¢io de cargas idéntico ao da cabeca idnica do surfatante. Neste caso, a explicagio mais
plausivel € de que a transferéncia para a fase micelar seja controlada principalmente por interagoes

hidrofobicas.

A massa molar da proteina a ser transferida tambem ¢ importante na manipulagio do pH para
a transferéncia de fases. Worberg er al. (1989) e Goklen, Hatton (1987) estabeleceram uma
correlagdo entre a massa molar, o ponto isoelétrico ¢ o pH otimo para extragio das proteinas para a
fase micelar, utilizando tensoativos aniénicos e catibnicos. De acordo com estes autores, as
proteinas de baixa massa molar sio solubilizadas na fase micelar em valores de pH muito préximos
a0 seu ponto isoelétrico; para proteinas maiores, a diferenca entre o pl e o pH 6timo de extragio
seria maior, pois estas necessitam de uma maior diferenca de potencial para serem encapsuladas nas
micelas. Este efeito pode ser explicado devido a necessidade de adaptagio da micela ao tamanho
maior da proteina, que por ndo ser favoravel energeticamente, tem de ser compensada por um maior

numero de interages eletrostaticas.
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Na reextracdo, entretanto, o valor do pH deve ser escolhido de tal modo que a proteina
tenha a mesma carga da molécula do tensoativo. Deste modo a forca de repuls#o criada causaria a

liberacdo das proteinas englobadas ( Brandani ef al., 1996)

2.3.5.2 Efeito da Forca ionica

A forga da fase aquosa determina o grau de proteg¢do do potencial eletrostatico imposto pela
superficie carregada. O aumento da forga i10nica causa dois efeitos importantes na extragdo com
micelas invertidas. O primeiro efeito induz a um decréscimo da interagdo eletrostatica entre a carga
da proteina e a interface carregada do tensoativo. O segundo efeito reduz a repulsfio eletrostatica
entre os grupos polares do tensoativo e leva um decréscimo do tamanho das micelas invertidas

(Dekker ef al., 1989).

Estudos realizados por Goklen e Hatton (1986, 1987) mostraram o efeito da forca 16nica na
extracio da ribonuclease A, citocromo C e lisozima em micelas invertidas AOT em isooctano, onde
se verificou a redugdo da solubilizagdo com o aumento da concentragio de KCl para todas as
proteinas. No entanto a concentracio requerida para o inicio da redugio da solubilizacdo foi distinta

para cada uma delas conforme mostra a Figura 2.13.

s

00

% Solubilizacéo

KCl core. [M]

Figura 2.13 - Efeito da concentragio de KCl na solubilizagdo da ribonuclease A (+),
citocromo C (®) e lisozima (W); em solugdes micelares de AOT em

1s00ctano.
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A auséncia de forca 16nica na fase aquosa inicial pode inibir a separagio de fases apos a
extracdo, pela formacgio de uma emulsio estavel { Cabral, Aires-Barros, 1993).

Um estudo mais detalhado dos efeitos combinados do pH e da forga i6nica na solubilizagio
da proteina, demonstrou que o efeito do aumento da concentracdo de sal (aumento da forca idnica)

estreitou a regido de pH de solubilizagio.

Com o tensoativo anidnico AOT foi notado que, quando a concentragio de sal aumenta,
torna-se necessario usar pH’s mais baixos para efetuar uma solubilizacdo significante. Dekker ef al.
{1987) encontraram que o inverso ¢ verdade com o tensoativo catidnico TOMAC. Assim, o pico de
solubilizagio mudava para valores de pH mais altos quando a concentracdo de NaCl foi aumentada.
Essa observagido € consistente com a hipotese de que interagBes eletrostaticas sio dominantes nesses

sistemas e o aumento da forca iGnica altera a solubiliza¢do através dos mecanismos ja comentados.

2.3.5.3 Efeito do Sal

O principal efeito da acfo salina se da pela alteragdo na forga idnica, modificando o
equilibrio existente entre as forgas de repuls@o eletrostaticas entre os grupos polares do surfatante,
causando expansdo ou retragio do tamanho da micela. Cabral e Aires-Barros (1993), porém,
afirmam que, dependendo da concentracdo molar da solugdo tampdo adicionada para controle de

pH, pode-se promover a separagdo de fases.

N&o somente a concentracio, mas também o tipo de sal, pode vir a influenciar a transferéncia
de massa entre fases. Meyer (1992) confirma este fato destacando que a influéncia do tipo de sal ndo
se da pela interaclio especifica do sal com a proteina, mas sim pela influéncia do ion sobre o
conteido aquoso da micela. Marcozzi et al. (1991) verificaram que o tipo de sal empregado € de
fundamental importincia na extragio de proteinas. lons menores proporcionam maior raio de
hidratagio devido as diferengas nas suas caracteristicas, resultando em maiores faixas de interagio

eletrostatica e, conseqientemente, em maiores micelas.
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Meyer (1992) observaram para a tripsina e para a peroxidase, tanto a pH 7,0 como a pH 10,
que o aumento da concentragio de sais de sodio na solugdo aquosa inicial provocou um aumento da

extragiio. O oposto, porém, ocorreu, quando foram utilizados sais de potassio.

A diferenca na curva de solubiliza¢do da ribonuclease A na presenca de KCl e NaCl pode ser
uma conseqiéncia dos tamanhos relativos dos ions K e Na™ . O raio atdomico destes sais sdo,
respectivamente, 1,33 e 0,97A. Em geral, ions menores (Na' ) produzem uma menor barreira e, por
1850, permitem a maior interagio entre a proteina e as micelas, levando a uma maior transferéncia da

proteina para micela {Nishiki, et al. 1993).

Examinando transferéncia de fase de proteinas : ribonuclease-A, lizosima, tripsina e pepsina,
(Martinet. ef. al.,, 1986), observaram a necessidade da presenca de sal (pelo menos 0,05M) na fase
aquosa. Com uma concentragdo de sal inferior, a solugdo micelar se tornava turva, devido a agua

excessiva sendo transferida para a solugdo micelar.

Resultados obtidos por (Martinek ez. al, 1986) analisando o tipo e concentracio de sal
CaCl; 0.1IM e 1M, KCl 1M, e MgClL 0.1M) mostram que uma transferéncia eficiente de proteina
ocorreu em todos 0s casos (ribonuclease-A 96%, lizosima 103%, tripsina 59% e pepsina 8.4% )
com uma concentracdo inicial de cloreto de calcio ao redor de 0,1M a pH 5 na fase aquosa, com
excecdo da pepsina. No caso da lisozima e ribonuclease-A, isto ocorre somente quando se parte de
uma solug@o aquosa acida. Isto parece indicar que efeitos eletrostaticos tém um papel importante na

solubilizagio de proteinas em micelas reversas.

Chang (1994) testou diferentes tipos de sais na reextracio e recuperacio da atividade da
enzima, na proteina modelo tripsina (30mM tampdo (pH 11) com 0.3M KCl; 30mM tampio (pH
11) com 0.3M (NH,;),CO;; 30mM Tampao (pH 7.5) com 1.0 M KCl ) . Apenas a solu¢do aquosa
(30mM Tampiao (pH 7.5) com 1.0M KCl ) utilizada para a reextraci@o manteve a atividade elevada

ao final do ciclo de extragio.
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2.3.5.4 Efeito da Concentracio do Tensoativo

A extrag@o de proteinas depende da diferenca de carga entre a proteina € o grupo polar do
tensoativo. Na auséncia de outros fatores e para um mesmo valor de pH, pode-se esperar um

comportamento de extragio oposto para tensoativos catibnicos e anidnicos.

Além da natureza da carga do tensoativo, outros parametros dependentes do tensoativo
podem ser citados, nomeadamente: o tamanho das micelas reversa que sdo formadas, a energia
necessaria para ampliar as micelas e a densidade de carga no interior da sua superficie (Dekker er

al.1989).

A capacidade de extragdo de proteinas para a fase micelar altera-se diretamente pelo
aumento da concentracio do tensoativo, possivelmente devido a mudancas nas interagdes
eletrostaticas do sistema. O aumento da concentragdio do tensoativo possibilita a realizacio da
extracio em uma faixa mais ampla de pH, ocorrendo de alguma forma uma interferéncia do pH na
solubilizagio das biomoléculas. Por outro lado, a transferéncia das proteinas, na etapa da reextragio,
para uma nova fase aquosa, ¢ dificultada por aumento deste componente; assim sendo o valor étimo
desta variavel deve ser o minimo para atingir-se ¢ maximo de transferéncia entre fases (Cabral,

Aires-Barros,1993).

Motonari et al (1997) usando um surfactante nio-iémco, o tetra-oxietilenodeciléter
(C10E4) em comparagdo ao AOT , obtiveram uma maior seletividade na extracao de tripsina em um
meio, utilizando-se o inbidor de tripsina convertido ao estado hidrofébico por combinar
covalentemente grupos colestenl usando uma reagdo de acilaggo. O AOT € um excelente
surfactante para a extragfo de proteinas, mas para um meio onde varias proteinas se enconiram, ha
necessidade de achar outro surfactante combinado com outros métodos para que se possa ter uma

extragdo mais seletiva.



2.3.5.5 Influéncia da Temperatura

A temperatura também € um fator fundamental na absorcio de proteinas pela micela.
Segundo Krei e Hustedt (1989), dela depende a capacidade maxima da micela reversa. Dizem esses
autores que, dentro de uma determinada faixa de temperatura, as micelas reversas em solventes
orgénicos s@o formagdes estaveis que podem favorecer a absorcio de moléculas. As temperaturas
inferiores a esta faixa, as micelas encolhem e perdem sua capacidade de absorgdo. Temperaturas
acima dessa faixa, ao contrario, influenciam o coeficiente de particdo do agente tensoativo de tal
modo que este, praticamente, ndo permanece mais na fase micelar e s6 ¢ encontrado na fase polar.
De acordo com Luisi ef al. (1988), a presenca de enzimas no interior da micela a temperaturas mais

elevadas vai depender mais de uma termoestabilidade do que da capacidade de absorgio da micela.

Segundo Regalo ef al. (1994), foi observado um decréscimo consideravel na extragdo e na
reextragdo da peroxidase de rabano (HRP) com micelas de AOT abaixo e acima de 25°C. Uma
ligeira turbidez foi observada na fase micelar apds extragdo a uma temperatura inferior a 25°C. Este
sistema, denominado Winsor-1I, parece estar mais proximo da fronteira de uma transi¢do no
diagrama ternario de fase. Tanto na extragio como na reextragdo, quanto mais alta for a
temperatura, mais agua ¢ solubilizada na fase orgéanica, que na extragdo variou até 2,8% (p/v). Este
comportamento € oposto ao mencionado por Dekker ef al. (1991), para o tensoativo catibnico
TOMAC, o qual foi usado como procedimento alternativo na reextracio. Segundo aqueles autores,
¢ sugerido que este aumento da agua solubilizada € provavelmente devido a altera¢io no nimero de

agregacio das moléculas do tensoativo.

Marcozzi et al. (1991), ao estudar o efeito da temperatura na eficiéncia da reextragio da -
quimotripsina em AOT/isooctano, observaram que a temperatura de 38°C provocou um aumento da
reextracio de 26% para 55%, a forga 16nica de 0,1M KCI e de 24% para 50%, a for¢a molar de
1,0M LiCl em relagdo & temperatura ambiente. Caso semelhante foi reportado por Luisi et al.
(1979), onde o aumento da temperatura promoven um aumento de aproximadamente 50% na

extra¢io da o-quimotripsina em cloreto de metiltrioctilaménio em cloroformio.




Como as forgas hidrofobas sio dependentes da temperatura, sendo menos importantes a
temperaturas baixas, um estudo da extragio do citocromo b3 com micelas de
CTAB/ciclohexano/10% decanol, foi realizado entre as temperaturas de 10°C e 40°C, a diferentes
forgas idnicas e valores de pH. Os resultados mostraram que a extragdo ¢ apenas dependente da
temperatura, quando o pH da fase aquosa ¢ igual ao ponto isoelétrico da proteina. Para
temperaturas mais baixas, a extraco do citocromo b5 decresceu. Para forgas iGnicas maiores (0,8M

KClI), a extragdo mostrou ser mais afetada pela temperatura (Pires e Cabral, 1992).

2.4 REEXTRACAO

Na reextragdo, os fatores que afetam a eficiéncia da extragio por micelas reversas também
sdo vilidos, pois basicamente se cria uma nova fase aquosa para que a proteina seja entdo extraida

da fase organica, que veio do processo de extragio.

Segundo alguns autores, para muitas aplicacdes de enzimas o grau de pureza alcangado pelo
emprego de sistemas de micelas reversas por si s6 ja € satisfatorio, ndo necessitando de outras

etapas posteriores de purifica¢do.

Nitin € Luisi (1989), Leser ef al. (1993), Dahuron e Cussler {1988) realizaram estudos
modificando o procedimento clissico de reextra¢ido em sistemas micelares, obtendo enzimas ja na
disposicdo final para uso como catalisadores. Respectivamente, eles imobilizaram a fase orginica em
gel de poliacrilamida; utilizaram esferas de silica em contato com a fase orgénica e imobilizaram a

fase orgénica em fibras semi-porosas.

Carlson e Nagarajan (1992) estudaram a adigdo & fase organica de substincias
desestabilizadoras de micelas, tais como alcoois, para liberagdo das enzimas na reextracdo. S#o
reportados fatores de recuperagao de quase 100%, entretanto nada ¢ mencionado quanto a atividade

enzimatica obtida por este método. E um método particularmente interessante, pois o alcool pode



ser separado posteriormente do solvente orginico por outra extra¢o liquido-liquido, e os reagentes

reaproveitados no processo.

A constatagio de que enzimas podem ser purificadas ou obtidas de maneira mais
concentrada que na solugdo inicial pelo processo clissico de micelas reversas foi constatada por
diversos autores (Nishiki ef al., 1995; Alves et al., 1995). Deve-se citar também o trabalho de
Hentsch et al. (1996), que investigaram a eliminacgdo de tragos de AOT da fase aquosa de reextragéo
por simples dialise. Como resultado deste estudo, chegou-se a conclusdo de que n3o apenas se
ganharia eficiéncia mas também eficacia se as condigbes operacionais estivessem proximas da
concentracio de AOT minima requerida pelo sistema em estudo, devido 4 menor contaminaciio de

tensoativo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES

A tabela 3.1 apresenta os reagentes e produtos quimicos utilizados nesta trabalho.

Tabela 3.1 Reagentes utilizados nos métodos analiticos.

REAGENTES PUREZA FORNECEDOR
Tripsina (do pancreas suino) 99% de Pureza Sigma
4,4~ Dicarboxy Puro Sigma
2,27~ Biguinohne CyH;xH,0,
Carbonato de sodio Anaiitico Ecibra
Tartarato de sédio Puro Ecibra
Hidroxido de sodio Puro Synth
Hidrogenocarbonato de sédio Puro Synth
Cobre sulfato-1CO Puro Ecibra
Fosfato monobasico de sodio Analitico Ecibra
Fosfato bibasico de sodio Analitico Ecibra
AOT (2-etil-hexil- Puro Sigma
sulfossucintato de sodio)
Cloreto de potassio Analitico Eciba

3.2 PROTEINAS

A proteina modelo utilizada foi a Tripsina do pancreas suino {comercial), cujo
ponto isoelétrico (pl) ¢ 6,8, o pH o6timo ¢ 7,8 e o PM=23.000g/mol, a qual foi diluida em

tampdo 0,1M de fosfato de sédio em 30puM de concentracio.
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3.3 TAMPAO

O tampio fosfato de sddio constitui-se de duas solugdes descritas abaixo:

- Solucae A:
27.8g de fosfato monobasico de sodio (NaH;PO,) dilnido em 1000ml de agua

deionizada, cuja concentragio ¢ de 0,2M. Outra solugio com 0,1M de NatH,PO, foi feita.

- Solucio B:
53,65g de fosfato dibasico de sodio(NaHPO,.7H,0) diluido em 1000m] de agua
deionizada, cuja concentragio € de 0,2M. Outra solucdo com 0,1M de NaHPO,.7H,0 foi

feita.

- A partir destas solucdes foram feitos os seguintes tampdes:

pH=5,7 = 93,5ml de A + 6,50m] de B; diluido em um volume total de 200ml.
pH=6,0 = 87,7ml de A + 12,3mi de B; diluido em um volume total de 200ml.
pH=6,5 = 68,5ml de A + 31,5mi de B; diluido em um volume total de 200ml.
pH=7,0 = 39,0m! de A -+ 61,0ml de B; diluido em um volume total de 200ml.

3.4 TENSOATIVO

O tensoativo utilizado foi surfactante aniénico AOT (2-etil-hexil-sulfossucintato de
sodio) ou também denominado Aerosol-OT. Ele apresenta uma cabega (polar) anidnica
pequena e duas ramificagbes orgénicas apolares hidrofobicas. Seu peso molecular € de

444 6¢, e as concentragdes utilizadas foram de 50mM, 100mM, 150mM, em isooctano.
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3.5 SAL

O sal KCl, cujo peso molecular é de 74,56g foi dissolvido em agua deionizada em

concentragdes de 1,0M, 0,1M e 0,01M.

3.6 DETERMINACAO DE PROTEINA ( METODO BCA)

Para determinar a quantidade de proteina que se encontra na solugio, podemos
citar os seguintes métodos: método de Bradford; método de Lowry, método de Smith
{método BCA).

Neste trabalho utilizamos o método do BCA que se baseia na redu¢do do Cu*" a
Cu” pela formagio do complexo BCA - Cu’ - proteina, através de quadro aminoacidos

(cisteina, triptofano e tirosina) num meio alcalino.

Este método “acido bicinconinico (BCA) (Smith ef af., 1985)” é utilizado apenas
na fase aquosa, pois ndo € possivel ser aplicado na fase organica devido a interferéncia
provocada pelo tensoativo AOT. Apresenta as vantagens de ser um meétodo rapido e

medir concentragdes baixas de proteinas.

O meétodo possut aplicabilidade numa faixa de 0,2 a 50ug de proteina, e sua
composicio € a seguinte:
- Reagente A:

Ig bicinconinato de sodio (BCA)

2g carbonato de sodio {(Na,COs)

0,16g tartarato de sodio

0,4g hidroxido de sodio (NaOH)

0,95g hidrogenocarbonato de s6dio (NaHCOs)
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Adiciona-se agua deionizada até o volume de 100ml, em seguida ajusta-se o pH em 11,25,
utilizando uma solucdo de 10M de hidréxido de s6dio (NaOH).
- Reagente B:
0,4g sulfato de cobre pentaidratado (CuSO,.5H,0)
10 ml de 4gua deionizada
- Soluciio Padrio - SWR (Standard Working Solution):
Mistura-se 100 volumes do reagente A em 2 volumes do regente B. Esta solucdo

possut colorag@o verde e € estavel por uma semana apos o preparo.

- Procedimento:

Toma-se Im! SWR e mistura-se com 20ul da amostra da fase aquosa da extracgio,
depois incuba-se por 30 minutos em banho termostatico a 60°C. Passado este periodo de
incubacdo resfriam-se as amostras a temperatura ambiente e estas sdo analisadas em
espectrofotémetro( MARCA). As amostras serdo estaveis por pelo menos 1h. As leituras
de absorbancia devem ser feitas a 562nm, podendo-se utilizar tanto cubetas de poliestireno
como cristal de quartzo. Para correlacionar os valores lidos no espectrofotdometro,
produziu-se uma curva padrao pela analise de varias concentragdes diferentes e conhecidas

da proteina em estudo.

3.7 DETERMINACAO DA CONDUTIVIDADE

A condutividade da solugio aquosa foi determinada usando um condutivimetro
(Analyser), cuja célula condutivimétrica apresenta o valor de 0,964. As solucBes
anahsadas foram:

- Solugdo 0,1. M KCI; adicionou-se tampo fosfato de sédio 0,2M para ajustar o pH;
- Solugdo tampdo fosfato de sodio 0,2M;
- Solugdo tampdo fosfato de sodio 0,1M;

Todas as solugtes foram analisadas nos seguintes pH’s : 5,7; 6,0; 6,5; 7.0

-l z?




3.8 EXTRACAO DESCONTINUA LIQUIDO-LIQUIDO DE
TRIPSINA POR MICELAS REVERSAS (BATELADA)

Para a extragiio descontinua da tripsina foram usadas as seguintes solugfes;
- Solugito aquosa:

Utilizando as solucdes de tampéo de fosfato de sodio nas concentragdes de 0,I1M e
0,2M, foram preparadas em cada concentragio destes tampdes, solu¢des de pH’s 5,7; 6,0;
6,5, 7.0.
Foram também preparados solugdes de 0,1M KCl, onde se adicionou-se tampio fosfato
de sodio 0,2M para ajustar os pH’s em pH: 5,7; 6,0; 6,5; 7,0.
E partir das solugdes com os pH’s ajustados, foi adicionada tripsina, para que cada

solugtes apresentasse 30uM de tripsina.
- Solucio orginica:

Composta por AOT dissolvido a 50mM, 100mM e 150mM em isooctano.
- Procedimento:

Misturam-se 3mi de solugdo aguosa com 3ml de solugio orgénica em um tubo de
ensaio. Agita-se durante 1 min em vortex, e deixa-se decantar por 20 horas.
Terminado o prazo para que as duas fases se separem, retira-se a fase orginica com
auxilio de uma pipeta de Pasteur. Na fase aquosa, aplica-se o método de BCA para leitura

das concentracgdes de proteina. O procedimento € ilustrado na Figura 3.1;
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Figura 3.1 Extracio descontinua da tripsina.
&) adicdo da fase aguosa, com tripsina;
b) agitagio em voriex por 1 minuto;
C) separacio das fases apos 20 horas de decantaco (estando a maior parte da tripsina na
fase orgénica)
d) retirada da fase orginica;

e) aplicacio do método BCA na fase aquosa.

3.9 EXTRACAO CONTINUA LiQUIDO-LIQUIDO DE
TRIPSINA POR MICELAS REVERSAS

A extragio continua é feita em uma micro-coluna de campénulas pulsadas

esquematicamente mostrada na Figura 3 .2.

Esta micro-coluna é constituida de um tubo de vidro de 19 cm de altura; 2,84 cm
de didmetro externo € 2,54 cm de diimetro interne. No centro desta micro-coluna esta

localizada uma haste de ago nox na qual estio soldadas as campénulas, que também s3o




1%}
2

de aco inox. Uma configuragdes com trés campanulas foi adotada distanciadas 4 ¢m uma
da outra. O didmetro da base da campénula € 2,49 cm. A peneira da qual a campénula é

construida formece uma area livre de cerca de 38%.

Os bocais de alimentacio e saida sdo de ago inox, também, e possuem um didmetro

interno de 3,65 mm e 6,85 mm de didmetro externo.

Os pulsos séo fornecidos por um dispositivo e controlados por um “dimmer” cujo
funcionamento faz com que a haste com as campénulas se posicione para baixo ou para

cima na coluna conforme o pulso desejado.

Neste trabalho foram verificados os seguintes pulsos: 0,143 pulso/segundo (onde
as campanulas ficam sete segundos na posi¢do superior da coluna e um segundo na
posi¢do inferior da coluna), 0,2 pulso/segundo (onde as campanulas ficam cinco segundos
na posicdo superior da coluna e um segundo na posi¢io inferior da coluna), 0,33
pulso/segundo segundo (onde as campéanulas ficam trés segundos na posigdo superior da
coluna e um segundo na posi¢io inferior da coluna), e 1,0 pulso/segundo (onde as
campénulas ficam trés segundos na posigdo superior da coluna e um segundo na posi¢do

inferior da coluna).

A alimentacio da fase continua (fase aquosa), que possul maior densidade, ¢ feita
na parte superior da coluna utilizando-se a gravidade e retirada pelo fundo. A alimentacio
da fase dispersa (fase orgénica), que possui a menor densidade, € feita na parte inferior e
retirada pelo topo. A alimentagio e a retirada das duas fases sdo feitas por meio de uma

bomba penistaltica, com vazdo previamente calibrada.

Os tubos para conduzir as alimentacgdes ¢ saidas sdo de viton, que é um material

resistente a agdao do 1sooctano.

e s
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Figura 3.2 Esquema da mico-coluna de campénulas pulsada
Fase aquosa: 30uM de tripsina em 300ml tampéo de fosfato de soédio (0,1M)
com 0,01M de KC L

Fase orgéanica: 50mM de AOT em 300ml de 1sooctano.

Nos experimentos realizados na coluna foram variados os seguintes
parametros operacionais:

- freqliéncia de pulsos;

- razio entre as vazdes,

- tempo de equilibrio para maior extragio.



Neste trabalho, foram avaliadas a influéncia desses pardmetros operacionais na
transferéncia de massa, possibilitando a identificacio das melhores condi¢des de operagdo

da coluna, visando a obtengdo de eficiéncias mais elevadas.

3.10 REEXTRACAQO DESCONTINUA E CONTINUA

A reextracio descontinua foi realizada apenas nas condigbes Otimas encontradas

na extragio, na fase orginica da amostra.

o Mede-se o volume da fase orgénica e reserva-se em um tubo de ensaio;

e Fez-se uma solugio aquosa : 100ml tampéo de fosfato de sodio (0,1M) de pH=6 com
1,OMde KC1;

» Adiciona-se o mesmo volume de solugdo aquosa na fase organica. Agita-se durante 1
min em vortex, e deixa-se decantar por 20 horas;

e Terminado o prazo para que as duas fases se separem, retira-se a fase organica com
auxilio de uma pipeta de Pasteur;

¢ Na fase aquosa, aplica-se 0 método de BCA para leitura das concentragdes de proteina.

A reextragdo continua foi realizada em todas as amostras da fase organica
retiradas da coluna em todos os tempos analisados . A metodologia de analise aplicada foi

a mesma da reextragdo descontinua.

3.11 CALCULO DA EXTRACAO E REEXTRACAO

Todos os calculos efetuados foram realizados na fase aquosa da amostra pots nio
¢ possivel aplicar o método do BCA na fase orgénica .
Os calculos da extragio foram realizados com auxilio da correlagio obtida da

calibracdo do espectrofotdémetro :
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y =(2.0957272) + (49,639163 * X ) + ((7,7214099)* ( X )*)
onde : y = concentracio em micromolar (uM)

X = absorbincia

Utilizando-se, entdo esta expressio para determinar a concentracio (puM)
multiplica-se o valor encontrado pelo peso molecular da tripsina (23.000g/mol) e obtém-se
assim concentragdo massica em gramas. Multiplicando-se o valor encontrado pelo volume
da amostra analisado tem-se a massa (g) final. Com a massa inicial (g) menos a massa (g)
final encontrada, dividida pela massa inicial {(g) e multiplicada por 100 encontra-se a

porcentagem de extracio:

7.

Minicial de proteinas — Mfinal de protei
%E= ( pro PO | % 100
micial de proteinas

% E = porcentagem de extragio.

Reextracio: Os calculos da reextragdo foram realizados com a mesma correlagio do
espectrofotometro, ¢ a mesma metodologia utilizada para encontrar a massa final de
tripsina na fase aquosa resultante da reextracdo. A massa inicial denominada nesta etapa ¢
formada pela massa inicial de tripsina na extracdo menos a massa final de tripsina na

extragio.

% RE = (massa final de proteinas )/ (massa inicial de proteinas ) 100%

3.12 CALCULO DO “HOLD-UP”

Na extragiio continua, apos ter sido atingido o estado estacionario em condi¢des
de agitacdo e velocidade das fases pré estabelecidas, foi determinado o “hold up™ da fase

organica pelo metodo do estancamento. Neste procedimento sdo interrompidas



simultaneamente os pulsos e correntes de entrada e saida da coluna. A coluna foi entio
descarregada, em uma proveta graduada e lidos os volumes das fases que estavam
separadas pela gravidade. Desta maneira ¢ retirada a medida do “hold up” médio e o
mesmo foi calculado utilizando-se a seguinte expressio:

H = ( volume da fase orgénica (ml)/ volume total do sistema de fases (ml) ) * 100




37

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRACAO LiQUIDO - LiQUIDO EM BATELADA

O processo de extrag@io liquido-liqudo por micelas reversas da proteina modelo
tripsina fo1 primeiramente feito em batelada para determinar parametros Gtimos de extragio.
As variaveis pH, forcga idnica, concentragio de sal e de AOT foram investigadas para se

obterem melhores resultados tanto na reextragio como na extracdo continua.

A escolha do mtervalo de investigacdo das varidveis experimentais foi baseada na
literatura e nas caracteristicas bioquimicas da tripsina. Essa proteina apresenta massa molar
de 23000g/mol, pH o6timo de 7.8, sendo que a caracteristica mais importante para este tipo
de separacio € o seu ponto isoelétrico, de 6.8, pois através dele se consegue prever a carga

liguida da proteina no pH de estudo.

A extracido e separacio de enzimas com micelas reversas tem sido realizada por
alguns pesquisadores, como o isolamento de trés proteinas em uma mistura por Goklen e
Hatton (1987), a concentragio de o~ amilase com um processo continuo realizado por
Dekker et al. (1986); a recuperacdo de uma protease alcalina extracelular de todo o meio
fermentativo por Rahaman er al.(1988); a recuperagdo de peroxidase de raiz de Armoracia
rustica por Huang e Lee (1994); a separagdo e a purificaciio de duas enzimas, a o - amilase
e a protease neutra, de Bacillus Subtilis, por extragdo com micelas reversas por Chang
(1997) e a extragio liquido - liquido de xilanase por micela reversa por Rodrigues Gongalves

(1997).

E conbecido da literatura que a solubilizagdo de proteinas numa fase micelar
partindo de uma fase aquosa, sob agitagdo, ocorre na ordem de segundos (Goklen e Hatton,
1985), atingindo-se o equilibrio entre 5 e 15 minutos. A intensidade e o tempo de agitacéo

afetam consideravelmente a cinética de transferéncia da proteina, ¢ visando uma menor



desnaturag@o da proteina convém minimizar ¢ tempo de contato. Por este processo, as duas

fases sio apenas misturadas na area limitada pela regido de contato (Marcozzi et al., 1991).

Martinek ef al. (1986) afirmaram como primeira observacdo experimental importante
em seu trabalho que a transferéncia de agua ¢ geralmente moderada (menor que 4%), onde,
sob certas condiges, a proteina € quantitativamente transferida. Isto demonstra que a
transferéncia de proteina na fase de sobrenadante ndo € um processo passivo, ou seja, ndo €
simplesmente devida ao fato de que a agua € transferida e, com ela, a proteina (se assim
fosse, somente uma transferéncia maxima de proteina de 4% seria observada). A conclusdo €

que ha um fator termodindmico para que a proteina hidrofilica saia do meio aquoso e seja

transferida nas micelas reversas.

Experimentos de Martinek. ez al. (1986) atribuiram a menor extragio de tripsina em
relacio a nbonuclease-A e a lisozima, nas mesmas condighes experimentais, ac peso

molecular maior da tripsina em relacio as outras duas proteinas.

A solubilizac@o seletiva de proteinas pode ser obtida pela manipulagio de pardmetros
do sistema, tanto da fase aquosa como da fase organica (Luisi ef al., 1979; Goklen € Hatton,

1985; Hatton, 1987).

4.1.1 PARAMETROS EXPERIMENTAIS

Com a metodologia descrita no capitulo anterior, foi elaborada uma planilha de
experimentos baseados na varagio do pH (5.7; 6.0; 6.5; 7.0), solugio aquosa (0.1M KCI;
0.1M tampdo fosfato de sodio; 0.2M tamp@o fosfato de sodio) e concentragio de AOT
(50mM; 100mM; 150mM). Todos os experimentos foram realizados em triplicata (extracio
1;2; 3).

Apresenta-se na Tabela 4.1 uma planilha resumuda (a planilha completa com os dados

experimentais se encontra no Anexo I).
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TABELA 4.1: Resultados da extragdo de tripsina em micelas reversas em batelada.

Amostras pH ; Solucdo | AOT % Extracao 1:%Extracan 2% Extracio 3
1 | 57 0.fMKCL ;| 50mM 1737 | 1839 | ©
2 57 0.IMKCL | 100mM | 4966 . 3418 0
3 57 0JMKCL 150mM & 2841 = 3326 0

E | ‘ | |

4 57 '0.1{Mtamp 50mM @ 2556 - 174
5 57 01Mtamp| 100mM = 2165 _ - . 29,13
6 | 57 l01Mtamp| 150mM | O I - | 2747
7 57 0oMiamp  50mM | 4081 - 2065
8 | 57 |02Mtamp| 100mM | 4538 | - 991
9 57 _02Mtamp' 150mM 473 - 15,03
10 | 6 I|0AMKCL| 50mM | 0 | 1333 | 0

11 | 6 01MKCL! 100mM | 82 2767 | 2,93
12 | 6 0IMKCL 150mM : 1006 2851 = 1456
13 . 6  01Mftamp. 50mM 5366 @ 5544 = 4144
14 | 6 O1Mtamp! 100mM @ 321 = 2039 = 3631
15 6 0.1Mtamp! 150mM & 4303 = 243 = 1551

16 6 D2Mtamp! 50mM | 457 | 4267 | 1028
17 | 6 ‘02Mtamp| 100mM | 3202 | 483 | 606
18 : 6 02Mtamp; 150mM = 4252 ° 4896 = 16,77

f | | ; i |
19 65 0IMKCL| 50mM @ 1089 = 1337 | 0
20 65 0IMKCL 100mM 0O 1742 0
21 | 65 | O1IMKCL, 150mM | 2013 | 2675 | 766
| | |
22 65 01Mtamp] 50mM . 1732 - 194
23 | 65 01Mtamp| 100mM | 2773 | - | 2711
24| 65 |01Mtamp 150mM | 5548 - 0
25 | 65 |02Miamp| S0mM | 1305 | - 586
26 . 65 02Mtamp! 100mM = 255 | - . 15,58
27 65 02Mtamp: 150mM @ 2807 | - 0
1 | | i % T
28 - 7 0OAMKCL 50mM @ 246 . 4789 ' 0
29 ¢ 7 01AMKCL! 100mM : 1351 « 7441 @ 0
30 ] 7 0.AMKCL | 150mM 0,85 4875 | 258
s _ é !
31 | 7 01Mtamp| 50mM | 2672 | - | D
32 7 0.iMtamp| 100mM | 2516 - L 17,07
33 7 0.1Mtamp: 150mM 0 . - - 1862
34 7 TooMitamp| B0mM T 3531 1 - 105
35 7  02Mtamp: 100mM = 2633 - 2418
36 7 02Mtamp’ 150mM . 5075 - 785




Para uma analise mais completa e simplificada dos valores encontrados, estes serdo

apresentados em forma de graficos e tabelas menores, e os valores de extragdo serdo
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analisados utilizando-se a média aritmeética dos resultados obtidos.

4.1.2 EFEITO DO pH

Para examinar o efeito do pH na extragio da tripsina (30uM) utilizando o sistema de

micelas reversas em regime de batelada, fixou-se o valor da concentracio de AOT em

50mM, em isooctano, ¢ se variou o pH em solugdes de tamp&es diferentes.

TABELA 4.2: Porcentagem de extragdo de tripsina em micelas reversas em diferentes pH’s

¢ solucOes aquosas.

FIGURA 4.1 Efeito do pH na extragiio de tripsina (30uM) em micelas reversas, em
solugio orginica de 50mM de AOT em isooctano, e solucdes aquosas de

pH % Extracio % Extracio % Extracao
0, MKCl | 0,1 M Tampiio | 0,2 M Tampio
57 18.38 2148 30.73
6.0 4.44 50.18 32.88
6.5 12.13 18.36 9.45
7.0 9.79 13.36 16.40
—h— 0. 1M KCI
50 ,"\ —®— {.1M Tampao
\\ - 0. 2M Tampao
40 ’:’/ ) \\
ag. 30 .—77”# \\‘7 \
& J NN
R 207 ry \ \l
. .
N P
10 - \\ /: A
A
0 v T ¥ T T T

6.0

65
P

0.IM K(l; 0.1M tampado; 0.2M tampdo.

70




61

Dos resultados representados na Tabela 4.2 e na Figura 4.1, observa-se que a
extragdo de tripsina em micelas reversas de AOT/isooctano depende do pH utilizado. A

extragdo pode ocorrer tanto com valores de pH acima como abaixo do seu ponto isoelétrico

(pl = 6.,83).

Venfica-se que para valores de pH inferiores ao pl da tripsina, onde a proteina se
encontra carregada positivamente (sendo o AOT um tensoative amidnico), a extracio foi
governada, portanto, por forgas eletrostatica atrativas, e tiveram resultados methores do que
o valor acima do pl, com excecdo de alguns pontos, que podem estar dentro de erros

experimentais.

Goklen e Hatton (1987) verificaram que para solugdes micelares com o tensoativo
AOT ¢ necessario que a proteina esteja carregada positivamente para ocorrer solubilizaco,
uma vez que 0 AOT ¢ um tensoativo anidnico, e as micelas reversas teriam, portanto, uma
superficie de cargas negativas circundam o centro polar. Deste modo, a solubilizagio requer
uma interagdo eletrostatica atrativa entre a micela e a proteina, o que vem confirmar o0s

dados encontrados nos experimentos.

Observa-se, ainda, que para o valor de pH acima do ponto isoelétrico houve
extragdo, apesar de relativamente menor em todas as solugdes aquosas avaliadas. A extragio
nesta condi¢do ocorre principalmente devido a interagGes hidrofobicas, entre a proteina (que
apresenta regides hidrofobicas na sua estrutura superficial) e a cauda apolar do tensoativo.
Resultados neste sentido foram relatados para uma lipase de Chromobacterium viscosum
(Aires-Barros e Cabral, 1991), para uma proteina recombinante, citocromo bs (Pires e
Cabral, 1992; 1993), e para a extragéo de cutinase em micelas reversas de AOT/isooctano

(Carneiro, 1995).

Wolbert et al. (1989) e Goklen e Hatton (1986) consideram que as proteinas
pequenas sfo transfendas para micelas de tensoativo anidnico de AOT, abaixo do seu pl,

em patamares grandes de pH. Para proteinas maiores, os perfis obtidos sdo mais estreitos €
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em forma de sino e a transferéncia ocorre para valores de pH afastados do pl, ¢ em alguns
casos ndo se obtém 100% de transferéncia. O fato de proteinas pequenas serem solubilizadas
perto do seu pl e as de maior massa molecular requererem uma diferenca entre o pl e o
pHstimo bem maior pode ser devido a um rearranjo da micela para hospedar a proteina. A
energia para este processo € obtida das interagOes entre tensoativo e proteina, de cargas
contrarias. O tamanho da proteina determina a densidade de carga requerida para sua
transferéncia e o pH de solubilizagdo. Quanto maior a massa molecular, maior sera a relagdo

[ PHatimo - PI ] (Wolbert ef al., 1989).

Goklen e Hatton (1986) estudaram a transferéncia de proteinas com o tensoativo
AOT e dividiram as proteinas em trés grupos: Proteinas com tamanho comparavel ao
tamanho da micela, ou seja, cerca de 12.000 Da; proteinas com peso molecular de
aproximadamente 25.000 Da, e proteinas com peso molecular acima de 65.000 Da. As
proteinas pequenas sdo completamente solubilizadas em solugdes com 0.1M KCl, numa
gama grande de pH; as proteinas de tamanho intermediario apresentam um perfil em forma

de sino e as proteinas grandes dificilmente sio extraidas.

Deste modo, pode-se concluir que a tripsina apresenta um comportamento
intermediario, pois seu peso molecular é de 23000 Da, apresentando assim um desvio de

[pHsumo - PI] bastante pequeno, onde se verificou uma maior solubilizagdo proximo ao pl.

Chang ef al. (1994) verificou a extracido de tripsina bovina por micelas reversas de
AOT numa faixa de pH de 2 a 7, com uma elevada transferéncia de proteina em pH baixo e
um pico em pH a0 redor de 5,0. Esse comportamento da eficiéncia da transferéncia pode ser
atribuida principalmente a interacio eletrostatica entre micelas reversas e proteina, porgque o
pH da fase aquosa pode determinar © estado de ionizag8io dos grupos superficiais carregados
nas moléculas de proteinas. Somente quando a carga global da proteina € oposta a da
interface das micelas reversas, a solubiliza¢dc da proteina pode ser esperada. Como um

surfactante anidnico, a interface das micelas reversas de AOT € negativamente carregada.
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Portanto, a transferéncia das proteinas na micelas reversas é favorecida a pH
inferiores ao pl da proteina, e a diminuigio do pH levara a um aumento no percentual de
transferéncia da tripsina. Mas um valor de pH abaixo de 5,0 levou a desnaturagcio da

atividade enzimatica durante a extra¢o.

Goklen and Hatton (1987) verificaram que a tripsina (bovina) foi muito pouco

extraida por micelas reversas de AOT/ 1so-octano para valores de pH inferiores a 4,0.

O valor do pH selecionado para ser utilizado na extragdo continua foi 6,0. Este
valor de pH resultou em maior porcentagem de extragio nas solugdes de tampéo de fosfato

de sodio de 0, 1M e 0.2M.

4.1.3 EFEITO DA FORCA IONICA

Para estudar o efeito da for¢a idnica na extragio liquido-liquido de micelas reversas,
foram utilizadas trés solucdes aquosas (descritas no capitulo anterior): solu¢io de tampdo de
fosfato de sédio 0.1M, solugio de tampio de fosfato de sédio 0.2M, solugdo de 0.1M KCl
que teve o pH ajustado com solugio tampdo de fosfato de sodio 0.2M. Para melhor
abordagem do assunto, serdo denominadas as solugdes como 0.1M tampdo, 0.2M tampéo,
0.1M de KCl respectivamente. Os resultados selecionados para o estudo foram obtidos em
pH 6.0, concentraciio de tripsina 30uM, concentragdo de AOT 50mM, no sistema de

extragdo de micelas reversas, € sdo apresentados na Tabela 4.3 e Figura 4.2.

TABELA 4.3 Solucdes aquosas 0,1M tampéo, 0,2M tampdo, 0,1M de KCI; com 30uM de
tripsina em pH 6,0, em sistema de extragio com 50mM de AOT em
1500¢tano.

Solucbes 0,1M KCl1 | 0,1M Tampao| 0,2M Tampio
% Extracio 4.44 50.44 32.88
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FIGURA 4.2 Porcentagem de extragdo de tripsina (30uM}) em relacdo as solugdes aquosas
de 0.1M tampdo, 0.2M tampdo, 0.1M de KCL

Observando estes valores da Figura 4.2, verificou-se que a solugéio de 0.1M tampéo
apresentou melhor porcentagem de extragdo de tripsina, nas condighes de pH 6.0 e
concentragio de AOT 50mM em isooctano. Para uma conclusio mais detathada foi medida
a condutividade das solu¢des apresentadas, em varios pH.s, com um condutivimetro. Os

valores encontrados est3o abaixo relacionados na Tabela 4.4,

TABELA 4.4 Condutividade, em mS/cm, das solugdes aquosas de 0.1M tampdo, 0.2M
tampéo, 0.1M de KCL em pH’s 5.7, 6.0, 6.5, 7.0.

pH | 0.1IMKCl | 02M Tampao | 0.1M Tampie
57 17.49 11.43 7.11
6.0 >20 12.51 7.27
6.5 >20 15.71 921
7.0 >20 19.99 11.99

Estes valores vém elucidar muitas questdes, tanto em relacdo & forca ibnica como

também ao valor do pH mais satisfatonio para uma extracio eficiente.



Aumentando-se a forca i6nica da fase aquosa, a transferéncia da proteina para o
interior das micelas ¢ modificada. O aumento faz com que ocorra uma redugio nas
interagdes eletrostaticas entre os grupos polares do tensoativo, pelo chamado efeito
“Debye”, no qual a capacidade de aproximagio destas moléculas € inversamente
proporcional 4 raiz quadrada da forga i6nica do melo. Desta maneira, a medida que a forca
idnica do meio aumenta, as interagdes enire a proteina e o agente tensoativo diminuem,
causando assim uma diminuigdo no tamanho da micela, e, como conseqiiéncia, a expulsio da

proteina.

Assim, os valores de condutividade apresentados na solugdo 0.1M tampio, que s&o

menores em relacio as outras solugtes, oferecem uma porcentagem de extragdo maior.

Na literatura isto foi observado por Chang e Cheng (1996), em que uma fase aquosa
com alta forca i6nica pdde diminuir a interagio eletrostatica entre a carga da molécula de
proteina e a interface da micela e também pdde reduzir a repulsio eletrostitica entre os
grupos polares do tensoativo, causando uma diminui¢do no tamanho da micela reversa. Este
fato ja havia sido observado por Krei e Hustedt (1992) com a enzima a-amilase e por

Goklen e Hatton (1987) coin as enzimas ribonuclease, citocromo-C e hsozima.

Andrews ef al. (1994) estudaram a influéncia da forga i6nica (0.1 a 1.0M de NaCl e
KCI) na extrag@o de quatro proteinas (ribonuclease A, inibidor da tripsina, taumatina e o-
lactoalbumina), a varios valores de pH (acima, abaixo e no valor do pl) e observaram uma
dimninuicio na extragdo com o aumento da concentragio de sal para todos os casos

estudados, e que para certas concentragdes elevadas de sal nenhuma extragio foi obtida.

Pires ef. al. (1996) observaram que, quando a forga 10nica da fase aquosa esta abaixo
de um certo limite, as micelas reversas e separacio de fases ndo ocorrem, mas uma
microemulsio estavel se forma. Portanto, a transferéncia entre fases de proteina requer um
valor minimo de forga idnica da solugdo da fase aquosa. Se a solugio aquosa € tamponada, o

tampdo pode fornecer o suficiente de eletrélito, evitando a formagio dessa microemulsio.
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Mais uma vez, os resultados vém ao encontro a literatura, uma vez que s6 a solucio
tampdo 0.1M de fosfato de sodio foi necessaria para uma boa extragio. E também vém
reafirmar que o valor do pH escolhido, 6.0, € realmente 0 mais apropriado para este estudo,
pois ele oferece uma forca 16nica baixa e ao mesmo tempo necessaria para que haja

formacio de micelas e separagio da fases.

4.1.4 EFEITO DA CONCENTRACAO DE AOT

Estudou-se o efeito da concentragao do tensoativo AOT em isooctano na fase
organica para se obter a maxima extracao de tripsina. Para melhor abordagem do assunto foi
fixado o valor da solugdo em 0.1M tampio de fosfato de sodio, e variados os pH’s em torno
dos valores de 50mM, 100mM e 150mM de AOT. Os resultados sido apresentados na Tabela
4.5 e Figura 4.3.

TABELA 4.5 Efeito da concentragdo de AOT na extracio de tripsina (30uM) em micelas
reversas em varios pH’s: 5.7; 6.0; 6.5; 7.0 em solugdo 0,1M tampio fosfato.

pH | % Extragio com % Extracido com | % Extracio com
50mM de AOT 100mM de AOT 150mM de AOT

5.7 21.48 25.39 13.73
6.0 50.18 29.60 27.61
6.5 18.36 27.42 27.74

7.0 13.36 21.11 8.10
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FIGURA 4.3 Porcentagem de extracio de tripsina em 50mM; 100mM; 150mM de AOT
em isooctano em pH’s 5.7; 6.0; 6.5, 7.0.

Como se pode observar na Figura 4.3, no pH 6.0 se obteve sempre a melhor
extracdo, independente da concentragio de AOT. Dentro do valor de pH 6.0, o melhor
valor obtido foi com 50mM de AOT.

Este resultado foi descrido por Carneiro da Cunha (1995), que observou que uma
maior quantidade de cutinase foi extraida da fase aquosa com o aumento dos tempos de
extracio de 10 minutos para 2 horas. Com 50mM de AQOT, observou-se um aumento na
extragdo de cerca de 1,4 vezes; com 100mM de 1.2 vezes e com 150mM a quantidade

permaneceu constante em relagio a extracao feita, sem a observacgio do tempo.

Pires (1996) afirmou que ¢ aumento na concentragio de surfactante favorece a
solubilizagdo da proteina na fase orgéanica, resultante em picos largos de pH de
solubiliza¢cio. Por outro lado, maiores concentragdes de surfactante tornam dificil a

extracio de proteinas para uma segunda fase aquosa.

Portanto, a concentracio Otima de surfactante em um sistema de extracdo e
reextragdo € a quantidade necessina para atingir a maxima transferéncia de massa entre as

fases.
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O maior problema encontrado, se a concentragio de AOT for muito alta, € a
ocorréncia de uma emulsio estavel (que fot chamada de “terceira fase “ por muitos autores).
O problema maior, porém, estd na reextracio, pois a proteina pode ficar retida nesta

emulsdo, como também se desnaturar mais facilmente.

Desta maneira, a concentracio de AOT, escolhida para ser aplicada na extragio
continua, foi a de 50mM, visando ndo s6 a maxima extracdo como também uma excelente

reextracao.

Realmente, a concentracdo de surfactante ¢ um paridmetro importante para a
otimizacio da extragio de proteina em microemulsdes. Podemos citar na lteratura a
determinacgdo destes valores otimos por Hentsch ef al. (1992) para a extragdo de 15 uM de
o-quimotripsina em tampao de cloreto de sodio de 0.2M, pH 5,0, utilizando varias
concentracdes de AOT. O resultado observado foi que, em baixas concentragdes de AOT
(<2.5mM), o coeficiente de parti¢do € pequeno porque o numero de micelas € menor que o

numero de moléculas de proteina.

Se € assumido que uma micela pode encapsular somente uma molécula de proteina, a
capacidade de extragdo serd liritada pelo namero de micelas presentes. Este fendmeno
também explica o pequeno coeficiente de transferéncia de massa medido a baixas
concentracdes de AOT. Entretanto, em baixas concentracdes de AQT, a probabilidade de
agregacdo das proteinas e micelas reversas € fortemente reduzida. Para uma concentragdo de
AQT de 10mM, um coeficiente de particio 6timo € obtido, e desta maneira valores acima de
10 mM até 300 mM, toda a a-quimotripsina foi extraida. Uma rapida separagdo de fases

(menos de 1 minuto) € observada em estudos de equilibrio e a proteina ndo foi desnaturada.

Na reextragdo, Hentsch er al. (1992) observou que a fragdo de o-quimotripsina
extraida diminuia com o aumento da concentragio de AQT. Durante a reextracdo, ha uma
forte influéncia da concentragio de AOT nas caracteristicas fisicas do sistema de fases. A

baixas concentra¢tes de AOT, a separacio de fases leva menos de 1 minuto, e a interface
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aparece clara. Entretanto, a concentragdes maiores de 50mM, uma chamada terceira fase
(emulsdo branca estavel) aparece na interface e a proteina ndo pode ser reextraida pois ficou

aprisionada na emulsdo ou desnaturou-se.

4.2 REEXTRACAO

A reextracdo € uma etapa mmportante neste estudo, para que se possa verificar se a
extragdo foi realmente satisfatéria na recuperagio da proteina, pois o sistema so e valido se
conseguirmos transportar a micela com proteina da fase orgénica para uma nova fase aquosa

e, deste modo, finalizar a extracio de proteina propriamente dita.

A partir da solugdo aquosa de pH 6.0, em tampido 0.1M de fosfato de sddio, com
30uM de tripsina e solugio orgénica de S0mM de AOT em isooctano, se obteve a extragio.
Para a reextrac¢io, optou-se por utilizar uma solugdo aquosa de pH 6.0 tamponada ¢ 1.0M

KC], baseado em experimentos relatados na literatura.

Carmneiro da Cunha (1995) testou diferentes tipos de sais de modo a melhorar o
rendimento do processo de reextracio. A fase micelar, proveniente da extracdo a pH 9.0, foi
misturada com uma fase aquosa tamponada (hidroximetilaminoetano, HCI 50mM e pH 9.0)
com 106mM de NaCl, LiCLH;O, CaCl, e KCl. Os resultados obtidos para a recuperacio da
cutinase para uma nova fase aquosa, comn diferentes tipos de sais, indicaram uma diminuicio
de proteina reextraida € um aumento da proteina precipitada na interfase, com os outros sais

testados, quando comparados com KCl.

Estes resultados concordam com os estudos desenvolvidos por Leodidis € Hatton
(1989), que permitiram desenvolver um modelo que prevé a seletividade do sal na
solubilizagdo, em micelas reversas de AOT. O tipo de ion no sistema afeta a solubiliza¢io
da proteina por causa de uma protecio eletrostatica dos grupos polares do tensoativo e

deste modo impede as interagdes entre a proteina e o tensoativo. Como o raio atémico do
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K™ (1.33 A®) do KCl € maior do que os demais ions estudados, o efeito de protecdo € maior

sendo menor a ligagdo entre proteina-tensoativo, o que facilita a reextrag@o da proteina.

Chang (1994) testou diferentes tipos de sais na reextragdo e recuperacio da
atividade da enzima, na proteina modelo tripsina bovina (30mM tampdo, pH 11, com 0.3M
KCl; 30mM tampdo, pH 11, com 0.3M (NH,),COs; 30mM tampdo, pH 7.5, com 1.0 M
KCl). Apenas a solugio aquosa (30mM tampdo, pH 7.5, com 1.0 KCI) utilizada para a

reextragdo preservou a atividade elevada ao final do ciclo de extragio.

O resultado obtido no experimento da reextragdo de tripsina com uma nova fase
aquosa (pH 6.0 tamponada em fosfato de sodio e 1.0M KCl), descrita no capitulo anterior,

fo1 de 16% (este valor foi uma média de trés experimentos).

4.3 EXTRACAO CONTINUA

A extragdo continua da tripsina foi realizada utilizando-se uma micro-coluna de
campanulas pulsadas, descrita no capitulo anterior. Os principais aspectos que motivaram o
projeto desta coluna sio: aumentar o tempo de contato entre as fases; a necessidade de
promover uma agitacdo suave, que n3o provoque a desnaturacdo das proteinas e a

necessidade de se obter um equipamento facil de construir ¢ de operar.

Esta coluna foi operada com os parametros otimos encontrados na extragio por
batelada. A alimentacdo de entrada da fase aquosa foi de 2.83mi/min, sendo constituida de
30uM de tripsina em pH 6.0 de 0.1M tampdo fosfato de sodio. A alimentacdo da fase
orgénica na entrada foi de 3.00ml/min, 50mM de AOT em isooctano.

Foi adicionado 0.01M KCl para melhorar a separagio de fase, visto que o primeiro
teste (usado apenas como ensaio) ndo ocorreu de maneira satisfatoria. Por isso, foi adotada

esta quantidade de sal, baseada nos estudos ja mencionados no sistema em batelada.




71

Com as fases ja estabelecidas, passou-se a operar a coluna. Verificou-se inicialmente
a influéncia da freqii€éncia do pulsos: 0,143 (1/7 pulso); 0,2 (1/5 puiso); 0,33 (1/3 pulso); e
1,0 (1/1 pulso) pulsos/segundo, na extracdo da proteina. Cada ponto dos dados analisados

que aqui se encontram sfo a media aritmética de duas corridas feitas em cada pulso.

Espera-se que, com 0 aumento da agitagdo imposta as fases através do aumento da
freqiéncia de pulsacio, a transferéncia de massa aumente. Isto podera ocorrer porque as
fases se musturam melhor e também porque a agitacdo diminui o didmetro das gotas da
solucdo. A agitagio quebra as gotas maiores da fase orglnica em gotas menores,
aumentando, assim, a area de contato entre as fases. Como a area de contato entre as fases é
proporcional a transferéncia de massa, com o aumento da area interfacial ocorre um

aumento da transferéncia de massa.

Porém, esses fatores nio sdo favoraveis a transferéncia de massa indefinidamente. Ha
um limite para a quebra das gotas. Abaixo de um certo didgmetro, as gotas tornam-se t&o
pequenas que podem ser carregadas pela fase aquosa, o que prejudica a transferéncia de
massa. Isso pode acontecer também devido ao aumento da vazdio. Vazdes muito elevadas
podem carregar as gotas da fase dispersa. Com isso, o contato entre as fases € prejudicado e

a transferéncia de massa diminui.

Uma das vantagens das colunas pulsadas € que o movimento que promove a agitacio
¢ aplicado na direcdo do escoamento das fases. Por causa disso, mesmo com alta freqiiéncia,

ndo ha for¢a que impega o escoamento das fases e diminua a extragio.

A partir desta discussdo feita, os dados obtidos nos experimentos serdo comentados
em todas as freqiiéncia de pulsos examninados, que serdo representados por graficos e seus

valores em forma de tabela em uma planilha completa no anexo I
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FIGURA 4.4 Extragdo de tripsina em uma micro-coluna de campéanulas pulsadas na
freqiéncia de pulso de 1.0 pulso/segundo (Pulso 1/1), em relagio ao tempo
de operacio da coluna.

No experimento com freqiiéncia dos pulsos 1/1, ou seja a maior freqiiéncia analisada,
representado na Figura 4.4, onde as campénulas se movimentavam a cada segundo (tanto
para cima como para baixo, no interior da coluna), observou-se de uma maneira geral que a
extracio atingiu um estado estacionario por volta dos 40 munutos de ensaio, chegando a
extrair 36,34% em 80 minutos de operagio. Nos primeiros minutos, apesar de ter havido
extragdo, a visualizagi3o da separagdo de fase ndio foi observada, e as amostras retiradas
estavam muito turvas. Isto se deve ao fato que a coluna ndo havia chegado ao regime
estacionario. Esta hipotese veio ser confirmada depois pelos resultados determinados por

espectrofotometria.
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FIGURA 4.5 Extragio de tripsina em uma micro-coluna de campénulas pulsadas na
freqii€ncia de pulso de 0.33 pulso/segundo (Puiso 1/3), em relagdo ao
tempo de operagdo da coluna.

No ensaio com fregiéneia de pulso 1/3 (onde as campanulas ficaram trés segundos
na posicio superior da coluna e um segundo na posic¢do inferior da coluna) observa-se, pelo
grafico da Figura 4.5, que nos primeiros 10 minutos ndo houve nenhuma extragfo, €, a partir
dos 20 minutos, a extra¢do comegou a ocorrer de uma maneira satisfatoria. Aos 60 minutos,
houve uma queda na transferéncia de proteina da fase aquosa para a fase orgénica, e isto foi
provavelmente devido a um erro experimental ocorrido nesta amostra. Desta maneira a

extracdo atingiu o regime estacionario em 40 minutos.
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FIGURA 4.6 Exiragdo de tripsina em uma micro-coluna de campanulas pulsadas na
freqiiéncia de pulso de 0.20 pulso/segundo (Pulso 1/5), em relagic ao
tempo de operagdo da coluna.

Neste ensaio observa-se pelo grafico da Figura 4.6 uma extragdo praticamente linear
em fungdo do tempo de retirada das amostras. Isto demostra que a agitagdo feita pelo
movimento das campanulas (as campénulas ficaram cinco segundos na posi¢do superior da
coluna e um segundo na posi¢io infertor da coluna) foi bastante eficiente para promover a
transferéncia de massa levando sempre a um aumento na extragdo. A partir de 40 minutos de

operagio da coluna, péde ser visualizada a separacio das duas fases.
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FIGURA 4.7 Extracdo de tripsina em uma micro-coluna de campénulas pulsadas na
freqiéncia de pulso de 0.143 pulso/segundo (Pulso 1/7), em relagdo ao
tempo de operagio da coluna.



A freqiiéncia de pulso de maior intervalo (onde as campanulas ficaram sete segundos
na posigdo superor da coluna e um segundo na posi¢do inferior da coluna) representada pela
Figura 4.7, apresentou uma extragdo bastante oscilatoria, ainda que sempre aumentando a
transferéncia de massa em relacio ao tempo. No tempo final do ensaio registrou-se uma

solubilizagdo de 47,79%.
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FIGURA 4.8 Extra¢do de tripsina em uma micro-coluna de campénulas pulsadas na
freqliéncia de pulsos: 0.143 pulso/segundo (Pulsc 1/7), 0.2 pulso/segundo
(Pulso1/5), 0.33 pulso/segundo (Pulso 1/3), 1.0 pulso/segundo (Pulso
1/1), em relagdo ao tempo de operagio da coluna.

Num aspecto geral os ensaios (Figura 4.8), apresentaram um aumento de extragdo ao
longo do periodo de experimento. Em geral, o regime de equilibrio de separacio de fase e

extracao se deu em tomo de 40 minutos.

Pode-se tambeém notar que, em torno de 30 minutos, todos os experimentos
apresentaram um decréscimo na extragdo. Também aos 30 minutos ocorrem condicdes de

saturacao da fase orgénica na coluna o que veio acarretar um decréscimo na extragio. Esta
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saturacdo comcide com condigdo de emulsdo estavel, e foi observada usualmente em todos

0s experimentos.

4.3.1 REEXTRACAQ

Em todos os experimentos foi realizada reextracdo ao final da extragio continua,

para verificar a quantidade de tripsina que ficou na fase micelar, e assim recuperada.

Todas as amostras retiradas ao logo dos ensaios foram submetidas a reextragio
como descrito no capitulo anterior. Os resultados destes experimentos sdo mostrados nas
Figuras 4.9 a 4.12. A porcentagem de reextracdo € calculada sobre a porcentagem extraida

e nao sobre a porcentagem total de tripsina alimentada imcialmente na coluna, como ja

apresentado.
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FIGURA 4.9 Porcentagem de extracdo e reextracdo de tripsina em uma micro-coluna de
campénulas pulsadas na freqiiéncia de pulso de 1.0 pulso/segundo (Pulso
1/1), em relacio ao tempo de operagio da coluna.
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A porcentagem da reextracio observado na figura 4.9, na freqiéncia de pulso 1/1,

foi em torno de 22%, excluidos os pontos 10 minutos { 46,99%) e 50 minutos (8,28%) .
Desta maneira, pode-se concluir que no sistema extragio-reextragic consegue-se

recuperar 22% da tnpsina alimentada na coluna, sendo que este valor ¢ maior que o

encontrado no sistema de batelada, que foi de 16% de recuperagio.
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FIGURA 4.10 Porcentagem de extracio e reextracio de tripsina em uma micro-coluna de
campénulas pulsadas na freqiiéncia de pulso de 0.33 pulso/segundo (Pulso
1/3}, em relagfio ao tempo de operacgio da coluna.

A freqiiéncia de pulso 1/3 demonstrada na Figura 4.10, apresentou um maximo

reextragdo em 15 minutos de 44.39%, e um minimo de 8.47% de reextracdo em 50 minutos.
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FIGURA 4.11 Porcentagem de extracdo e reextragdo de tripsina em uma micro-coluna de
campénulas pulsadas na freqiiéncia de pulso de 0.2 pulso/segundo (Pulso
1/5), em relagdo ao tempo de operagio da coluna.

Na reextragio na freqiiéncia de pulso 1/5 (Figura 4.11) verificou-se que a
recuperagdo girou em torno de 15 a 20% . Notou-se uma elevada extragdo de 57.41% (70
minutos) na Figura 4.6, e no entanto uma baixa reextragdo 18% (70 minutos) na Figura
4.11, o que indica ocorréncia de desnaturacdo de tripsina, ou até mesmo a ndo formagio da

micela.
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FIGURA 4.12 Porcentagem de extracio e reextracio de tripsina em uma micro-coluna de
campanulas pulsadas na fregiiéncia de pulso de 0.143 pulso/segundo (Pulso
1/7), em relagiio ao tempo de operacdo da coluna.

Na reextracdo de fregiiéncia de pulso 1/7, obteve-se em média 10% de recuperacgio.
Uma porcentagem baixa comparada a reextragdo em batelada, que foi de 16%. Isto vem
explicar também o resultado obtido na frequéncia de pulso de 1/5, onde se obteve um

rendimento baixo de reextragdo em comparacio a quantidade de proteina extraida.

Este fato € explicado pelo motivo que a tripsina esteve em maior contato com a fase
organica antes desta ser “quebrada” em goticulas pelas campénulas, para que houvesse uma
melhor interacdo entre as micelas reversas e a proteina, e desta maneira a tripsina acabou se

desnaturando-se pelo maior tempo de contato com o isooctano.
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4.3.2 EXTRACAO CONTINUA COM “BY PASS”

Visando estabelecer uma extra¢do continua com uma vazio menor de AQT/

isooctano (fase organica) na coluna, foi proposta a construgdo de um “by-pass” na entrada

da coluna, que dividiu a vazdo pela metade. Assim, a vazdo de alimentagdo caiu de

3,0ml/min para 1,5ml/min de fase organica.

Desta maneira foi verificada a influéncia da freqiiéncia do pulsos: 0,143 (1/7 pulso);
0,2 (1/5 pulso); 0,33 (1/3 pulso); e 1,0 (1/1 pulso) pulsos/segundo , na extra¢io da proteina,

com uma vazao menor.

30 po—
By Pass: Pulso 1/1
—e— Extracio
25
b o
20 - o
8
O 15— .
"E / \ Y
il "
,89\ 10 - ./‘ \
5 ] y
. : '
™ !
\ Y !
0 . . L —
i Y T T T N 3 T T ' T T T ¥ i i T ¥ 1
o 10 20 30 40 56 80 70 80 a0

Tempo (min)

FIGURA 4.13 Porcentagem de extracdo de tripsina em uma micro-coluna de campéanulas
pulsadas com “by pass” na freqiéncia de pulso de 1.0 pulso/segundo (Pulso
1/1), em relagdo ao tempo de operacio da coluna.
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No puiso 1/1 com “ by pass™, observa-se no grafico da Figura 4.13 que a extragdo

ndo passou de 21,38% (60 minutos), sendo que depois deste valor ndo houve mais extracio.

Num aspecto geral, comparando com a freqiéncia do pulsos 1/1 sem “by-pass™ |, a
extrag@o ndo foi satisfatoria, pois visto que sem “by-pass™ a extragdo chegou 2 36,14% (80

min).
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FIGURA 4.14 Porcentagem de extrac@o de tripsina e uma micro-coluna de campénulas
pulsadas com “by pass™ na freqiéncia de pulso de 0.33 pulso/segundo

(Pulso 1/3), em relacio ao tempo de operagio da coluna.

Na Figura 4.14 observa-se que a porcentagem de extragio ficou em meédia em 22% a
33%, excluido o ponto de 60 minutos que foi de 4,24% de extraciic, que € provavelmente

um erro experimental.



82

Comparando com o ensalo sem “by-pass”, verificou-se que apesar deste ter
apresentado dois pontos, um com 44,83% extracdo (S0min) e outro com 48,98% extraciio
(70min) de extragfo, de uma maneira geral o ensaio com “by-pass” obteve um resultado de
extracdo regular em todo o experimento, mostrando assim uma freqiiéncia de pulsacio ideal

para operagdo da coluna.
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FIGURA 4.15 Porcentagem de extracdo de tripsina em uma micro-coluna de campéanulas
pulsadas com “by pass™ na freqiiéncia de pulso de 0.2 pulso/segundo (Pulso
1/5), em relagfio ao tempo de operagio da coluna.

Na freqii€éncia do pulsos 1/5 com “by-pass” a extracio chegou ao regime
estacionario em 20 minutos, e a partir deste ponto apresentou uma extraciao em torno de

42%, sem muita oscilacio deste valor

Observando a Figura 4.15 e comparando-se com a Figura 4.6, nota-se que os dois
ensaios foram bastante satisfatorios, um porque teve uma extragio crescente (Figura 4.6 ),

outro por ter apresentado uma extracdo regular continua (Figura 4.15). Isto vem certificar



que a freqiiéncia de pulso 1/5, tanto com e sem “by-pass”, tem o mesmo comportamento na

operagdo da coluna.
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FIGURA 4.16 Porcentagem de extracdo de tripsina em uma micro-coluna de campénulas
pulsadas com “by pass™ na freqiéncia de pulso de 0.143 pulso/segundo
(Pulso 1/7), em relagio ao tempo de operacio da coluna.

Na freqiiéncia do pulsos 1/7 com “by-pass”™ (Figura 4.16) o regime estacionario se

deu em 15 minutos de operacgio, obtendo-se 66,94% de extragio.

Este ensaio com “by-pass” foi em que se obtiveram os melhores resultados de
extragdo entre todos 0s experimentos com “by pass”, cujo valor ficou em tomno de 45% de
extracdo. Isto também se verificou com o ensaio de extragiio sem “by-pass”, que também

apresentou um dos maiores resultados de extragdo enire os experimentos.
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FIGURA 4.17 Extrag#o de tripsina em uma micro-coluna de campanulas pulsadas com “by
pass” na frequiéncia de pulsos: 0.143 pulso/segundo (Pulso 1/7), 0.2
pulso/segundo  (Pulsol/5), 0.33 pulso/segundo (Pulso 1/3), 1.0
pulso/segundo (Pulso 1/1), em relago ao tempo de operagdo da coluna.

Pode-se notar através da Figura 4.17, que diferente da extragiio sem “by-pass”, que
foi caracterizada por apresentar o ponto de regime estacionario em 40 minutos, este
experimento apresentou diferentes pontos de regime estacionério, prevalecendo o ponto em
15 minutos. Verificam-se também que o0s pulsos 1/1 e 1/3 apresentaram uma porcentagem

de extracdo menor que os pulsos 1/5 e 1/7.
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4.3.3 REEXTRACAO CONTINUA COM “BY PASS”

Na extracdo com by-pass foi também efetuada a reextragfio para verificar a

porcentagem de proteina recuperada.

P w By Pass: Pulso 1A
&5 N el Exiracho :
7 ~ ¥~ Reextragio !

-4 x\\x

% Extragéo e Reextragéo
g

-
10 P
5 - \/
0 - ——N
¥ T T T ¥ T T L T 1 ¥ T ¥ LI
0 10 20 30 40 50 &0 70 80 %0
Tempo (min)

FIGURA 4.18 Porcentagem de extragio e reextragdo de tripsina em uma micro-coluna de
campéanulas pulsadas com “by pass” na freqiiéncia de pulso de 1.0
pulso/segundo (Pulso 1/1), em relagio ao tempo de operacdo da coluna.

Na reextragio com fregiiéncia de pulso 1/1 (Figura 4.18), apesar de apresentar
quatro pontos (10, 50, 70 e 80 minutos) com reextragdo nula, os outros pontos
apresentaram uma porcentagem maior do que a encontrada na reextragde por batelada

(16%).
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FIGURA 4.19 Porcentagem de extragio e reextracao de tripsina em uma micro-coluna de
campanulas pulsadas com “by pass” na freqiéncia de puiso de 0.33
pulso/segundo (Pulso 1/3), em relagdo ao tempo de operacdo da coluna.

Retirando o ponte de 60 minutos do grafico da Figura 4.19, no qual reextragéo foi
nula, de uma maneira geral a reextragio ficou em tormno de 20%. A maxima reextracdo

ocorreu aos 40 minutos e foi de 34,54% .
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FIGURA 4.20 Porcentagem de extragio e reextracdo de tripsina em uma micro-coluna de
campanulas pulsadas com by pass na freqiéncia de pulso de 02
pulso/segundo (Pulso 1/5), em relagdo ao tempo de operago da coluna.
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Apesar da frequéncia de pulso 1/5 ter apresentado uma excelente extragio (Fig.
420}, a reextragio resultou em valores muito baixos, excluindo os pontos 10 e 15 minutos
que apresentaram valores elevados de reextraciio. Pode-se concluir que a fregiiéncia de
pulso 1/5 demonstra um sistema de extrag@io e reextra¢do nio complementar em relacdo
aos resultados desejaveis, na operagdo da coluna de campéinulas pulsadas. O ponto de 5

minutos nao foi analisado pois apresenta erro experimental.
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FIGURA 4.21 Porcentagem de extrag@o e reextracdo de tripsina em uma micro-coluna de
campinulas pulsadas com “by pass” na freqiéncia de pulso de 0.143
pulso/segundo (Pulso 1/7), em relagio ao tempo de operagio da coluna.

Da mesma forma que a reextracdo sem “by pass™ na freqiiéncia de pulso 1/7 (Fig.
4.12), a reextrago com “by-pass” mostrada na Figura 4.21, obteve-se valores baixos, em

torno de 10%. Isto demostra que a agitagiio das campéanulas € muito lenta para que a fase
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orgénica seja quebrada em goticulas, e assim a transferéncia de massa possa ocorrer © mais
rapido possivel, para que a tripsina ndo entre em contato com o isooctano num periodo de

tempo elevado, chegando a se desnaturar,

Analisando todos os dados obtidos tanto com e sem “by-pass” na da extragdo e
reextragdo em conjunto, verificou-se que a melhor maneira de operagio micro-coluna € na
freqiiéncia de pulso 1/3 (0,33 pulso/segundo) com “by-pass”, porque apresentou resultados
tanto na extragdo como na reextragdo bastante regulares em torno de 25% na extracio e
20% reextragio, demostrando assim que, ac mesmo tempo que a agitagiio ndo pode ser
muito rapida, pois ha necessidade de um certo periodo para que a micela encapsule a tripsina
no seu interior antes que outro pulso perturbe as solugdes na coluna, ndo pode ser lenta

demais, pois o contato prolongado com o isooctano desnatura a tripsina.

4.4. EFEITO DA VELOCIDADE DE PULSACAO SOB A FRACAO
RETIDA DA FASE DISPERSA (FASE ORGANICA) ‘HOLD UP’.

A fragdo da fase dispersa esta diretamente relacionada com a quantidade de gotas
existentes no interior da coluna, para um dada condi¢@o operacional. A formagdo de gotas
ndo € um processo simples, e estéd diretamente ligada as condigbes de agitaciio, e a

velocidade de rotacio imposta as fases no interior do equipamento (Souza,1997).
A influéncia da velocidade de pulsagio na fracio retida da fase organica foi avaliada

na coluna de campénulas pulsadas. O procedimento desta avaliacao foi descrito no capitulo

anterior, ¢ os dados obtidos estéio representados na Tabela{ 4.5) e Figuras 4.22 e 4.23.
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TABELA 4.6 Dados da fracio retida da fase organica (Hold up ) na micro-coluna de
campénulas pulsadas.

PULSO VOLUME DA VOLUME DA VOLUME HOLD UP
FASE LEVE FASE PESADA TOTAL
1/1 47.00 ml 61.00 mi 108.00 mi 43.51%
1/3 32.50ml 75.00 mi 167.50 mi 30.23%
1/5 2490 ml 84 .00 mi 108.90 ml 22.86%
1/7 19.00 ml 282.00 ml 107.00 ml 17.75%
i/1 by pass 36.80 ml 71.00 ml 107.80 mi 34.13%
1/3 by pass 47.00 ml 66.00 mi 109.00 ml 43.11%
1/5 by pass 18.40 ml 38.60 ml 106.40 m! 17.29%
1/7 by pass 19.00 ml 88.00 ml 107.00 ml 17.75%
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FIGURA 4.22 Fracdo retida da fase orgamca “Hold up” em relagio a freqiiéncia de
pulsagdo.
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FIGURA 4.23 Fracdo retida da fase orginica “Hold up” em relagiio a freqiiéncia de
pulsacdo, com a utilizagdo de “by pass™.

Os dados apresentados nas Figuras 4.22 e 4.23, tanto com ou sem “by pass”
apresentam que, quanto menor a freqiiéncia de pulsagio das campénulas, menor € a fragio
de fase organica retida dentro da coluna, com exce¢do do pulso 1/3 com “by pass™ que

apresentou um “hold up” maior que o pulso 1/1.

Pode-se verificar desta maneira que, com freqiéncia pulsagSes maiores, tem-se
maior quantidade de gotas no interior da coluna, e assim maior transferéncia de massa. Esta
conclusdo vem ao encontro das hipéteses previstas antes dos experimentos, € vem reafirmar
os dados encontrados na reextracio, pois estes apresentaram melhores resultados em
pulsa¢oes maiores, onde realmente havia maior quantidade de gotas formadas, e assim maior
probalidade de que a tripsina pudesse ser encapsulada pela micela sendo extraida, para ser

posteriormente reextraida.
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5. CONCLUSAO

Os estudos desenvolvidos no presente trabalho mostram que:

- Na extracgdo através de tubos de ensaio (extragdo batelada), a extragdo da tripsina € afetada

pelo pH, forca 16nica e concentracido de AOT em isooctano;

- O valor do pH para a maxima extragdo depende ndo sé do ponto isoelétrico da proteina,

como também do peso molecular da proteina e do tensoativo utilizado;

- O parimetro mais importante observado ¢ a forca i10nica da solugido aquosa, pois € ela que
estabelece a interagdo eletrostatica entre a carga da molécula da proteina e a interface da
micela, como também a forga de repulsiio eletrostatica entre os grupos polares do

tensoativo,

- A concentracdo do tensoativo {AOT) em isooctano € um fator decisivo para a reextracio.
Pois, se este valor for muito alto, a reextragio da proteina por uma nova fase aquosa sera

prejudicada, pela formagdo de emulsdo e posteriormente a desnaturagdo da proteina;

- A extragdo continua de micelas reversas por uma micro-coluna de campanulas pulsadas foi

bastante adequada, obtendo-se valores em torno de 50% de extracdo em alguns ensaios;

- A freqiiéncia de pulsacio da coluna influi diretamente na extragiio da proteina, mostrando
que num sistema de extragio e reextragdo de tripsina uma freqiaéncia de pulso de 0.33
pulso/segundo é a mais indicada, pois apresentou uma maior recuperacio de proteina

alimentada na coluna.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

A partir dos resultados obtidos, propomos para trabalhos futuros os seguintes itens:
1- A elaborag@o de uma nova coluna de campanulas pulsadas interligada a ja existente, para
que se possa proimover uma reextragcio continua.

2- Verificar a extrag3o de uma proteina na coluna de campénulas pulsadas a partir de
uma solucdo de extrato fermentativo.

3- Obten¢iio de uma modelagem matematica da coluna, para se promover o scale-up do
Processo.

4- Estudar através de métodos apropriados a atividade total da tripsina durante os
ensaios.

5- Fazer um isolamento térmico da coluna para estudar a influéncia da temperatura no
processo de extragdo.



93

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Adachi, M.; Yamazaki, M.; Harada, M.; Shioi, A_; Katch, S. - Bioaffinity separation of
trypsin using trypsin inhibitor immobilized in reverse micelles composed of a nonionic
surfactant. Biotechnology and Bioengineering, 1997, 53(4), 406.

Aires-Barros, M. R ; Cabral, J. M. S. - Selective separation and purification of two lipases
from Chromobacterium viscosum using AOT reversed micelles. Biotechnology and
Bioengineering, 1991, 38, 1302

Alves, JR.S; Fonseca, L.P.; Ramalho, 1. T.; Cabral, JM.S. - Separation and purification of
penicillin acylase from escherichia coli uning AOT reverse micelles. Biotechnology
Technigues, 1995, 9(4), 265,

Andrews, B. A ; Haywood, K. - Effect of pH, ion type and ionic strength on partitioning of
proteins in reverse micelle systems. Journal of Chromatography, 1994, 688, 55.

Andrews, B. A, Pyle, D. L.; Asenjo, J. A. - The effect of pH and ionic strength on
partitioning of four proteins in reverse micelle systems. Biotechnology and
Bioengineering, 1994, 43, 1048,

Arcoleo, V.; Goffredi, M.; Liveri, V. T. - Electrical conductivity and permittivity of water-
AOT-h-heptane microemulsions. Journal of Solution Chemistry, 1995, 24(11), 1135.

Asenjo, J. A. - Separation processes i biotechnology. - Maecell Ddekker, 1991, 801.

Brandani, V.; Di Giacomo, G.; Spera, L. - Recovery of a-amylase extracted by reversed
micelles. Process Biochemistry, 1996, 31(2), 125,

Cabral, 3. M. S; Aires-Barros, M. R. - Reversed micelles in liquid-liquid extraction, in
Recovery Processes for Biological Materials, eds. Kennedy, J. F. and Cabral, J. M. S,
1993, 247, John Wiley & Sons, Chichester.

Castro, M. J. M_; Cabral, J. M. S. - Stability of hidrogenase in AOT reversed micelles.
Enzyme and Microbial Technology, 1989, 11, 668.

Castro, M. J. M,; Cabral, J. M. S. - Reversed micelles in biotechnological processes.
Biotechnology Adv., 1988, 6, 151.



94

Carlson, A ; Nagarajan, R. - Release and recovery of pocine pepsin and bovine chymosin
form reverse micelles: A new technique based on isopropyl alcohol addition. Biotech.
Progress., 1992, 8, 85.

Carnerro-da-Cunha, M. G.; Aires-Barros, M. R.; Tambourgi, E. B.; Cabral, J. M. S_ -
Continuous extraction of a recombinant cutinase from Escherichia coli disrupted cells
with reversed micelles using a perforated rotating disc contactor. Bioprocess
Engineering, 1996, 15(5), 253.

Carnetro-da-Cunha, M. G. - Separac¢iio e purificagio de uma cutinase recombinante
utilizando sistemas micelares. Tese de doutorado, Universidade Técnica de Lisboa,
1995.

Cameiro-da-Cunha, M. G.; Aires-Barros, M. R.; Tambourgi, E. B.; Cabral, J. M. S. -
Studies on the extraction and back-extraction of a recombinant cutinase in a reversed
micellesextraction process. Biotechnology Eng., 1994a, 11, 203,

Carneiro-da-Cunha, M. G.; Aires-Barros, M. R; Tambourgi, E. B,; Cabral, ]. M. S. -
Recovery of recombinant cutinase with reversed micelles in a continuous perforated
rotating-disc contactor. Biotechnology Techniques, 1994b, 8(6), 413.

Carvalho, C. M. L.; Serralheiro, M. L. M,; Cabral, J. M. S; Aires-Barros, M. R. -
Apphication of factorial design to the study of transesterification reactions using AQT-
reversed micelles. Enzyme and Microbial Technology, 1997, 21, 117.

Cassiano, D. A. - Otimiza¢do da separagdo de tripsina em sistema de micelas reversas
atraveés de analise por superficie de resposta - Dissertagdo de mestrado, abril de 1999,
Departamento de Engenharia de Sistemas Quimicos, Faculdade de Engenhana
Quimica - Universidade Estadual de Campinas.

Chang, P. S_; Rhee, J. S. - Caracteristics of chromabacterium vicosum lipase caracterized
glycerosis of triglycerides in AOT-isooctane reversed micelles. Biocatalysis, 1990, 4,
335.

Chang, P. S, Rhee, J. S; Kim, J-J. - Continucus glycerolysis of olive oil by
Chromobacterium viscosum lipase immobilized on liposome in reversed micelles.

Biotechnology and Bioengineering, 1991, 38(10), 1159.



95

Chang, Q.-I.; Chen, J-y. - Liquid-liquid reversed micellar extraction for isolating enzymes:
studies on the purification of a-amylase. Process Biochemistry, 1996, 31(4), 371.
Chang, Q.-1.; Chen, J-y. - Selective recovery of two enzymes from Bacillus subtilis using
Aliquat 336 reversed micelles. Applied Biochemistry and Biotechnology, 1996, 56,

197.

Chang, Q.-I1.; Chen, J-y. - Reversed micellar extraction of trypsin: effect of solvent on the
protein transfer and activity recovery. Biofechnology and Bivengineering, 1995, 46,
172.

Chang, Q.-I.; Chen, J-y.; Zhang, X -F.; Zhao, N.-M. - Effect of the cosolvent type on the
extraction of a-amilase with reversed micelles: circular dichroism study. Enzyme and
Microbial Technology, 1997, 20, 87.

Chang, Q.; Liu, H.; Chen, J. - Extraction of lysozyme, a-chymotrypsin, and pepsin into
reverse micelles formed using an anionic surfactant, isooctane and water. Enzyme and
Microbial Technology, 1994, 16, 970.

Dahuron, L., Cussler, E. L. - Protein extractions with hollow fibers. AIChE Journal, 1988,
34, 130.

Dekker, M.; Hilhorst, R.; Laane, C. - Isolating enzymes by reversed micelies. Analytical
Biochemistry, 1989, 178, 217,

Dekker, M.; Van’t Riet, K ; Baltussen, J. W. A ; Bijsterboch, B. H ; Hilhorst, K ; Laane, C. -
Reversed micellar extraction of enzymes: investigations on the distribution behaviour
and extraction efficiency of a-amylase. In: Proceedings of the Fourth European
Congress on Biotechnology, 1987, 2, 507.

Dekker, M.; Van’t Riet, K.; Weijers, S. R.; Baltussen, J. W. A ; Laane, C_; Bijsterboch, B.
H. - Enzyme recovery by hquid-liquid extraction using reverse micelles. Chemical
Lngineering Journal, 1986, 33, B27.

Dekker, M.; Van’t Riet, K.; Van der Pol, J. ].; Baltussen, J. W. A_; Hilhorst, K_; Bysterboch,
B. H. - Effect of temperature on the reversed micellar extraction of enzymes.

Chemical Fngineering Journal, 1991, 46, 69.



96

Dungan, S. R ; Bausch, T ; Hatton, T. A.; Plucinski, P.; Nitsch, W. - Interfacial transport
processes m the reversed micellar extraction of proteins. Journal of Colloid and
Interface Science, 1991, 145(1), 33.

Fiechter, A. - Biosurfactants: moving towards industnial applications, 7ibtechnology, 1992,
10, 208.

Goklen, K. E.; Hatton, T. A. - Proteimn extraction using reversed micelles. Biotechnology
Progress, 1985, 1, 69.

Goklen, K. E_; Hatton, T. A. - Liquid-liquid extraction of proteins using reversed micelles.
IN-Proceedings, 1986, 3, 587.

Goklen, K. E; Hatton, T. A. - Liquid-liquid extraction of low molecular-weight proteins by
selective solubilization in reversed micelles. Separation Science and Technology,
1987, 22(2 and 3), 831.

Gongalves Rodrigues, E. M. - Extracdo liquido-liquido de xilanase por micela reversa. Tese
de mestrado. Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena. 1997.

Goto, M., Ishikawa, Y ; Ono T.; Nakashio, F.; Hatton, T.A. - Extraction and activity of
chymotrypsin using AOT-DOLPA mixixed reversed micellar systems. Biotechnology
Progress, 1998, 14(5),729.

Han, D. H.; Lee, S. Y.; Hong, W. H. - Separation of intracellular proteins from Candida
utilis using reversed micelles in a spray column. Biotechnology ITechniques, 1994,
8(2), 105.

Han, D. H.; Rhee, J. S, - Characteristics of lipase catalysed hidrolysis of olive cil in AOT-
isooctane reversed micelles. Biotechnology Bioeng., 198628, 1250.

Hatton, T. A. - Extraction of proteins and amino acids using reversed micelles, in “Ordered
media in chemical separations”, eds Hinze, W. L; Armmstrong, D. W. . ACS
Symposium Series, 1987, 342, 170.

Hatton, T. A. - Reversed micellar extraction of proteins, in “Surfactant-based separation
processes” - Surfactant Science Series, eds. Scamehorn, J. F. and Harwell, J. H.,
1989, 33, 55-90, Marcel Dekker, New York.



97

Hauser, H. - Naturally occuring amphiphiles: aspects of their phase behaviour, in “Reversed
micelles-biological and technological relevance of amphiphilic structures in apolar
media”, eds. Luist, P. L.; Straub, B. E., 1984, 37, Plenum Press, New York.

Hentsch, M.; Menoud, P_; Stemer, L.; Flaschel, E.; Renken, A - Optimization of the
surfactant (AOT) concentration in a reverse micellar extraction process.
Biotechnology Techniques, 1992, 6(4), 359.

Hentsch, M.; Warnery, P_; Renken, A_; Flaschel, E. - Study of the simultaneous partitioning
of proteins and surfactant in reverse micellar two-phase systems - Potential impact
upon purification efficiency. Bioseparation, 1996, 6, 67.

Huang, S-Y., Lee, Y-C. - Separation an purification of herseradish perosidase from
Armoracia Rusticana root using reversed micellar extraction. Bioseparation, 1994, 4,
1.

Imai, M.; Natsume, T.; Naoe, K ; Shimizu, M.; Ichikawa, S.; Furusaki, S. - Hydrophilic
surroundings requisite for the solubilization of proteins related with their
hydrophobicity in the AOT reversed micellar extraction. Bioseparation, 1997, 6, 325.

Kadam, K. L. - Reverse micelles as a bioseparation tool. Enzyme and Microbial
Technology, 1986, 8, 266.

Kinugasa, T.; Watanabe, K.; Takeuchi, H - Activity and conformation of lysozyme in
reversed micellar extraction. Industrial & Engineering Chemistry Research, 1992,
31(7), 1827. ‘

Krei, G. A ; Hustedt, H. - Extraction of enzymes by reverse micelles. Chemical Engineering
Science, 1992, 47(1), 99.

Krei, G. A.; Hustedt, H. - Extraktion von enzymen mittles reverser micellen
Biovengineering, 1989, 3 /4 | 32.

Laane, C., Boeren, S; Vos, K.; Veeger, C. - Rules for optimization of biocatalysis in
organic solvents. Biotechnology and Bioengineering, 1987, 30, 81.

Lehninger, A. L. - Fundamentos de Bioquimica.

Leodidis, E. B.; Hatton, T. A. - Specific ion effects in electrical double layers: selective
solubilization of cations in Aerossol-OT reversed micelles - Journal of American

Chemical Society, 1989, 4, 741.



98

Leser, M. E_; Wei, G ; Luisi, P. L.; Maestro, M. - Application of reverse micelles for the
extraction of proteins. Biochemical and Biophysical Research Communications,
1992, 135(2), 629.

Levashov, A. V_; Kimelnitsky, Yu. L..; Klyachko, N. L ; Martinek, K - Reversed micellar
enzymology, in “Surfactants in Solution”, vol. 2, eds. Mittal, K. L.; Lindman, B,
1984, 1069, Plenum Press, New York.

Luisi, P. L.; Bonner, F. J; Pellegrini, A ; Wiget, P.; Wolf, R. - Micellar solubilization of
proteins in aprotic solvents and their spectroscopic characterization. Helvetica
Chimica Acta, 1979, 62, 740

Luisi, P. L.; Giomani, M_; Pileni, M. P.; Robmson, B. H. - Reversed micelles as hosts for
proteins and small molecules. Biochimica et Biophysica Acta, 1988, 947, 209.

Luisi, P. L.; Henninger, F.; Jopich, M.; Dossena, A.; Casnati, G. - Solubilization and
spectroscopic properties of co-chimotrypsin in cyclohexane. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 1977, 74, 1384,

Luisi, P. L.; Imre, V. E,; Jaeckle, H.; Pande, A. - Microemulsions: proteins and nucleic acids
as guest molecules, in “Topics in Pharmaceutical Sciences™, eds. Breiner, D. D ;
Speiser, P., 1983, 243, Elsevier, Amsterdam.

Luisi, P. L.; Laane, C. - Solubilization of enzymes 1n apolar solvents via reverse micelles.
Trends in Biotechnology, 1986, june, 153.

Luisi, P. L.; Magid, L. J. - Solubilization of enzymes and nucleid acids in hydrocarbon
micellar solutions. CRC Critical Reviews in Biochemistry, 1986, 20{4), 439.

Lye, G. I; Asenjo, J. A; Pyle, D. L. - Extraction of lysozyme and nbonuclease-a using
reverse micelles: Limits to protein stabilization. Biolechnology and Bicengineering,
1995, 5(5), 509-519.

Lye, G. 1.; Asenjo, J. A ; Pyle, D. L. - Reversed micellar mass transfer process: Spray
column extraction of lysozyme. AIChE Journal, 1996, 42(3), 713.

Marcozzi, G.; Correa, N_; Luisi, P. L.; Caselli, M. - Protein extraction by reverse micelles: a
study of the factors affecting the forward and the backward transfer of a-chymotrypsin
and its activity. Biotechnology and Bioengineering, 1991, 38, 1239.




99

Martinek, K ; Levashov, A. V_; Klyachko, N. L_; Berezin, L. V. - “Catalysis by water soluble
enzymes in orgamc solvents. Stabilization of enzymes against denaturation
(inactivation) through their inclusion in reversed micelles of surfactants. Doklad. Akad.
Nauk. SSSR (English Edition), 1978, 236, 920.

Martinek, K.; Levashov, A. V_; Klyachko, N.; Khmelnitsky, Y. L.; Berezin, I. V. - Micellar
enzimology. FEuropean Journal of Biochemistry, 1986, 155, 453.

Martinek, K.; Klyachko, N. L.; Kabanov, A. V. ; Khmelnitsky, Y. L.; Levashov, A V. -
Micellar enzimology: its relation to membranology. Biochimica and Biophysica Acta,
1989, 981, 161.

Marzzoco, A.; Torres, B. B. - Bioguimica Basica - Editora Guanabara.

McClements, D. J; Dungan, S. R. - Light-scattering study of solubilization of emulsion
droplets by nonionic surfactant solutions. Colloids and Surfaces A - Physicochemical
and Engineering Aspects, 1995, 104(2-3), 127.

Meyer, U. - Extraktion von Enzymen mittels inversen mizellen. Braunschweig: Technische
Universitat Braunschweig, 1992, 58 p. (tese de graduagio).

Motonari, A_; Masaru, Y., Makoto, H.; Aihisa, S.; Shigeol, K. - Bioaffinity separation of
tripsin using trypsin mnhibitor immobilized in reverse micelles composed of a nonionic
surfactant. . Biotechnology and Bioengineering, 1997, 53(4),406.

Nishiki, T., Muto, A ; Kataoka, T.; Kato, D. - Back extraction of proteins from reversed
micellar to aqueous phase: partitioning behaviour and enrichment. Chemical
Engineering Journal and Biochemical engineering Journal, 1995,59, 297.

Nishiki, T., Muto, A ; Kataoka, T.; Kato, D. - Partioning behavior and enrichment of
proteins with reversed micellar extraction: 1. forward extraction of proteins from
aqueous to reversed micellar phase. Biotechnology and Bioengineering, 1993, 42,
596.

Nitin, W. F.; Luisi, PL. - Immobilized enzymes in reverse micelles: studies with gel
entrapped trypsin and a-chimotrypsinin AOT reverse micelles. Biotechnology and
Bioengineering, 1989, 33, 1277.

Ottewill, R. . - Surfactants in solution. H. L. Mittal e B. Lindman (Fds), Plemum Press,
1984, 1.



100

Pires, M. J; Cabral, J. M. S. - Liquid-liquid extraction of a recombinant protein with a
reversed micellar phase, in “Harnessing Biotechnology for the 21st. Century”,
American Chemical Society, 1992, 277.

Pires, M. J.; Aires-Barros, M. R.; Cabral, J. M. S. - Liquid-liquid extraction of proteins with
reversed micelles. Biotechnology Progress, 1996, 12, 290.

Pires, M. J; Cabral, J. M. S. - Liquid-liquid extraction of a recombinant protein with reverse
micelles. Biotechnology Progress, 1993, 9, 647.

Pires, M. J; Cabral, J. M. S. - Liquid-hquid extraction of a recombinant protein with reverse
micelles. Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 1994, 61, 219.

Porto, A. L. F. - Extra¢do liquido-liquido de proteinas utilizando sistemas de duas fases
aquosas em coluna de discos perfurados rotativos - Tese de Doutorado, junho de
1998, Departamento de Engenharia de Sistemas Quimicos, Faculdade de Engenharia
Quimica - Universidade Estadual de Campinas.

Porto, A. L. F.; Lima-Filho, J. L.; Aires-Barros, M. R_; Cabral, J. M. S_; Tambourgi, E. B. -
Extraction of recombinant cytochrome b5 from disrupted Escherichia coli cells with
and aqueous two-phase system in a continuous perforated rotating disc contactor.
Biotechnology Techniques, 1991, 11(9), 641.

Quing-long Chang; Jia-yong Chen - Reversed micellar extraction of tripsin: effect of solvent
on the protein transfer and activity recovery. Biotechnology and Bicengineering.
1994 28 172

Quing-long Chang; Jia-yong Chen - Effect of cosolvente type on the extraction of o-
amylase with reversed micelles: Circular dichroism study. Enzyme and Microbial
Technology. 1997 20. 87.

Rabelo, A. P. B. - Aplicacio de sistema de duas fases aquosas na partigdo de citocromo b3
numa micro coluna de campénulas perfuradas pulsadas. 7* Conferéncia Internacional
de Engenharia Quimica (CHEMPOR”98) Lisboa/Portugal. 1998. 437.

Rabelo, A. P. B. - Estudo da eficiéncia de separagio numa coluna de extrago liquido-
liquido mecanicamente agitada por palhetas rotativas. Tese de mestrado em

Engenharia Quimica, UNICAMP ., 1995.



101

Rabie, H. B.; Vera, J. H. - A simple model for reversed micellar extraction of proteins.
Separation Science and Technology, 1998, 33(8), 1181.

Rahaman, R. S_; Chee, J. Y.; Cabral, J. M. S_; Hatton, T. A. - Recovery of an extracellular
alkaline protease from whole fermentation broth using reversed micelles.
Biotechnology Progress, 1988, 4, 218.

Regalado, C.; Asenjo, J. A Pyle, D. L.. - Studies on the purification of peroxidase from
horseradish roots using reversed micelles. Enzyme and Microbial Technology, 1996,
18, 332.

Regalado, C.; Asenjo, J. A; Pyle, D. L. - Protein extraction by reverse micelles: studies on
the recovery of horseradish peroxidase. Biotechnology and Bioengineering, 1994, 44,
674.

Robinson, B. H. - Microemulsions - properties and novel chemistry. Chem. Brit., 1990, 342.

Ruckenstein, E._; Karpe, P. - Structural characterization of a-chymotryppsin containing AOT
reversed micelles. Journal of Phys. Chem_, 1991. 95, 1799.

Smith, P. K_; Krohn, R. I.; Hermanson, GG. T.; Mallia, A. K.; Gardner, F. H.; Provenzano, M.
D.; Fujimoto, C. K.; Goeke, N. M_; Olson, B. J; Klenk, D. C. - Measurement of
protein using bicinchoninic acid. Arnaller Biochemistry, 1985, 150, 76.

Souza, RR. Estudo e desenvolvimento de um extrador de palhetas rotativas. Tese de
doutorado, faculdade de Engenharia Quimica , UNICAMP, 1997.

Tong, J. H.; Furusaki, S. - Mass transfer performance and mathematical modelling of
rotating disc contactors used for reversed micellar extraction of proteins. Journal of
Chemical Engineering of Japan, 1997, 30(1), 79.

Tong, J. H.; Furusaki, S. - Mean drop size and size distribution in rotating-disc contactor
used for reversed micellar extraction of proteins. Journal of Chemical Engineering of
Japan, 1995, 28(5), 582.

Vicente, M. L. C ; Aires-Barros, M. R.; Cabral, J. M. S. - Purification of Chromobacterium
viscosum lipases using reversed micelles. Biotechnology Techniques, 1990, 4, 137.

Wolberg, R. B. G_; Hithorst, R.; Voskuilen, G.; Nachtegaal, H ; Dekker, M.; Van’t Riet, K ;

Bijsterbosch, B. H. - Protein transfer from an aqueous phase into reverse micelles: the



102

effect of protein size and charge distribution. European Jowrnal of Biochemistry,
1989, 184, 627.

Yu, Z. J.; Neuman, R. D. - Reversed micellar solution to bicontinuous microemulsion
transition in sodium bis (2-ethylhewyl) phosphate/n-heptane/water system. Langmuir,
1995, 11(4), 1081



ANEXO1
Planilha de calculo de extragdo em batelada
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ANEXO

]

Planitha de dados da extracdo continua

Ensaios |Tempo (min) % Extrag 1 (%Extrag 2 [%E by-pass|%Reextra¢ /% Ree by p
pulso 1/1 : ; : f
1 5 0,00 3,03, - 21,25
2 10, 5,50/ 0 46,99 0
3 15 0,00 8,56 - 22,56
4 20 10,56/ 10,3 32,35 68,68
5 30! 14,23 11,3 22,29 35,54
6| 40 31,58 ; 14,43 12,81 31,83
7 50! 28,10 [ 0 8,28 | 0
8 60! 30,42 21,38 14,40 | 17,16
Q! 70! 27,99 E 0 27,48 0
10 80 36,34 E ! 19,40 | 0
11 90! 32,14 : 21,66
i |
pulso 1/3 ;
1 5 0! 0 33,32 0 20,58
2 10! 0l 0! 30,88 0 21,83
3 15! 4,53 917 33,13 44 39 22,82
4 20! 17,5, 28,39 27,88, 19,84
5] 30 1,56 30,2 24,55 16,35 24,85
B 40; 25,27 21,12, 17,26 30,54
7 50, 44 3| 45 36 27,98 8,47 23,05
8! 60! i 21,37 424 21,76 0
9| 70 68,24 29,72 ;l 29,55 15,45 22,02
| ] |
Pulso 1/5 % i :
1] 5! 17,52 11,88/ 5,60, 26,79, 100
2 10 11,36! 18,99 10,67 20,18 53,65
3 15 27.86; 22,15 19,27 15,16 33,57
4] 20 | 24,44 43,85 17,86] 7.85
5 30 12,01 20,20 41,84/ 28,67 7.29
6: 40, 30,82 48,62 12,24 6,15
7! 50 49,78/ 36,19 40,83 23,48 0
8 60 g 45 49’ 38,75 16,69’ 14,25
9 70| 57,41 45 59 43,30 18,24, 35,03
Pulso 1/7 ‘ f : ;
1! 5 8,99/ 23,53 13,13 21,73 43,36
2 10! 0’ 24,63 44,04 16,77 15,94
3 15 0 33,35 66,94/ 11,86° 9,02
4 20 = 31,14 64,02/ 11,86 7.99
5 30 11,88 29,28 51,43 11,41 10,17
B 40 38,72 42661 15,87 8,38
7 50! 46,1 38,39! 39,25 11,26 12,8
8 60, : 39,1 4892 6,27 10,23
9 70! 52,06 43,53 46,08 11,74, 10,48
10, 80 ‘ 52,33 8,56 13,3




