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RESUMO

Neste trabalho estudou-se o comportamento do sistema bifisico aquoso (SBA)

PEG/ CaCly, a pH’'s 5,0: 6,0 ¢ 7,0; ¢ massas molares do polimero de 4000, 6000 e 8000, a

condigBes ambientais de temperatura e pressio, bem como se determinou o coeficiente de

particdo com o sistema operando em batelada € continuo, com a finalidade de recuperar as

enzimas o € B-amilases de malte de milho (Zea mays), e desta forma agregar valor a esta

cultura.

As enzimas foram obtidas pela germinagdo de sementes de milho selecionadas.
Determinaram-se as atividades enzimdticas pelo método de Wohlgnuth modificado por
Sandstedt, Kneen, Blich (1959) ¢ pelo método do Laboratério Milles (1958) apresentados
por REGULY (1996), bem como a concentracio de proteina total pelo método de
BRADFORD (1976). Comparou-se o comportamento cinético das enzimas em PEG e em
malte, nas temperaturas ¢ pHs 6timos. A recuperaciio foi feita em processo de extragio em
batelada e continuo, com otimizacles feitas a partir de planejamentos fatoriais dos

experimentos.

Ao se caracterizar o SBA PEG/ CaCl; observou-se que seu comportamento foi
semelthante aos descritos pela literatura. O modelo empirico que mais se ajustou aos dados
da particio em batelada foi linear ao InK. A combinacio do coeficiente de partico
otimizado e dos melhores dados de atividade enzimatica indicou o0 SBA PEG 4000/ CaCls,
a pH 5,0; como sendo o melhor sistema a ser uttlizado na extrago continua destas enzimas.
O estudo cinético comparative mostrou que as enzimas em PEG possuem um maior

potencial catalitico que as em malte, com maxima atividade enzimatica a 75°C.

A otimizagio da extracio continua apresentou como equacdo de processo, que
mais se ajustou ao dados experimentais, o modelo quadratico da rotacdo das palhetas e da
razio entre as vazdes com o coeficiente de particdo, sendo que sua regifio Otima se
direciona para os menores valores destas varidveis independentes. Desta forma contribuiu-
se na descoberta das condi¢des otimas de utilizagio do meio extrativo (SBA PEG / CaCl;) e
de operagfo da coluna de extrac@o, para a recuperacdo das enzimas ¢ e B-amilases de malte

de sementes de mitho (Zea mays).



ABSTRACT

Aqueous two-phase systems (ATPS) PEG / CaCl; was studying in pH 3,0; 6.0 and
7,0 and polymer molecular weight 4000, 6000 and 8000, in environment pressure and
temperature. The enzymes « and B - amylases from maize malt was recovered in bath and

continuous extraction process, it was valorized this product.

The enzymes were obtained by germination of maize seeds. It was determinate of
the enzymatic activity by modify Wohlghnuth method, Sandstedt, Kneen, Blich (1959} and
Milles Laboratory method (1958), showed in REGULY (1996). and protein total by
BRADFORD method (1976). The kinetic study was making between the enzymatic extract
in PEG and maize malt, in optimum condition of enzymes. The enzymes were recovered In
bath and continuous process systems. It was making an experimental plain for process

optimization.

ATPS PEG/ CaCl, had similar conduct to literature description. The adjusted
empiric model to bath partition was linear with /nK. The combination of partition
coefficient with enzymatic activity optimums showed the best system for recovery of the
enzymes as been the ATPS PEG 4000/ CaCl;, at pH 5,0. The kinetic study introduced a
high catalytic power in enzymatic extract in PEG. The optimization of the continuous
extraction process carried to a quadratic model of the pallet rotation and flow rate with the
partition coefficient. where optimum region showed it in the value minor of the

independents variables.
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1 - INTRODUCAO

A bioseparagio ¢ um ramo da bioengenharia que nos dltimos tempos vem sendo
muito estudado com ¢ intuito de aprimorar t€cnicas mais eficientes e mais econdémicas em
larga escala (“scale-up”™), alcangando um bom grau de pureza e recuperacio da
biomolécula, mantendo sua atividade. A mais eficiente destas técnicas € a cromatografia em
fase liquida. Contudo, esta embora produza um material de alto grau de pureza e com boa
atividade, seu rendimento ¢ baixo e o custo do produto ¢ elevado. A dificuldade ¢ a
complexidade enfrentadas nos processos de “dowstream™ {concentracdo ¢/ ou purificagio)
de produtos farmacéuticos e bioldgicos impulsionou o desenvolvimento da pesquisa no
campo da bioseparagfio, dando énfase a estudos envolvendo a utilizago de técnicas
alternativas. Uma das técnicas que possuem bom rendimento na separagfio da biomolécula
sem interferir em sua atividade, com boa viabilidade econdmica, € a particio em sistemas

bifasicos aquosos (SBAs) {DIAMOND & HSU, 1992).

Os sistemas bifasicos aquosos mais utilizados atualmente sio os sistemas
polimero/ polimero, mais comumente representados pelo polietileno glicol (PEG)/ Dextrana
e os sistemas polimero/ sal, representados na maioria dos estudos por PEG/ fosfato de
potassio. Estes sistemas foram descobertos por Per - Aka Albertsson em 1955 e, desde esta
data, os sistemas bifasicos sdo estudados e utilizados na recuperagio e/ ou purificagio

diversas substdncias, principalmente de biomoléculas.

Como os SBA’s polimero/ polimero ou polimero/ sal, oferecem ambientes fisico-
quimicos apropriados para as biomoléculas, apresentando baixas diferencas de potencial,
tensdo superficial em torno de 107 N/ em, contendo 80% a 90% em peso de 4gua em suas
fases. J4 os sistemas solventes/ dgua, estudados por CRAIG & CRAIG (1956), possuem
alta tensdo superficial (da ordem de 10* N/ cm), apresentando em alguns casos alta
diferenca de potencial e fases organicas contendo entre 40% a 50% em peso de agua, o que
acarreta sérios problemas, como a desnaturacdo de proteinas, inativa¢io da biomolécula,

precipitacio e concentragdo na fase aquosa (DIAMOND & HSU, 1992).
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Nas ultimas décadas tem-se pesquisado novas substincias que possibilitem a
formac¢do dos sistemas bifasicos aquosos, € a caracterizacio dos mesmos, para que possam
ser aplicados na purificagdo de material bicldgico, principalmente: proteinas, DNA,
enzimas e produtos farmacéuticos. Os bifésicos aquosos (SBA) também tém encontrado
aplicacdes em diferentes areas da biotecnologia, especiaimente no que se refere 2 utilizacfio
de sistemas alternativos de baixo custo, como o SBA constituido por goma de cajueiro

{Anacardium occidentale L.} e PEG (VIEIRA, 1999).

As enzimas o-amilase e B-amilase sfo muito utilizadas nas indistrias de alcool,
principalmente as cervejarias, em indistrias téxteis, em industrias de processamento de
farinhas, como as de biscoito e padarias e tantas outras, pois estas hidrolisam ¢ amido até
gue este atinja um certo grau de sacarificac@io desejado por estas indistrias. Normalmente,
elas sdo obtidas de malte de cevada (cerveja) ou de microrganismos (Aspergillus, Rhizopus,
Mucor e Bacillus subtilis), sendo que a o-amilase possui o ion Ca®* em sua estrutura e atua
sobre as ligagdes o 1-4 da amilose, amilopectina, glicogénio e dextrinas de forma aleatoria
e a P-amilase atua nas mesmas ligacdes, s6 que nas extremidades da amilopectina ¢ do
glicogénio separando as mesmas em unidades de maltose. Estas ultimas geralmente sdo
purificadas por métodos que elevam os seus custo, porém possuem uma atividade muito
superior as primeiras, o que leva ao uso de uma menor quantidade para a hidrolise do

amido, compensando o seu emprego {(FORGATY & KELLY, 1979; WISEMAN, 1987).

O mitho € um produto agricola bastante difundido no Brasil, contudo possui um
baixo valor no mercado. Sendo assim, a0 germinar as sementes desta cultura, obteremos o
malte de milho que possui uma quantidade elevada das enzimas o e B-amilases e estas ao
serem recuperadas em sistema bifasico aquoso PEG/ CaCl, agregariam valor a este produto
através de um subproduto de grande aceitacfio no mercado e que possui pouca

competitividade no pais, ja que aqui estas enzimas sdo pouco produzidas.
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Neste trabalho caracterizou-se o sistema bifasico aquoso PEG/ CaCls, segundo a
metodologia apresentada por ALBERTSSON (1986), encontrando-se para isto, as curvas de
equilibrio liquido-liquido (Binodais) e as “tie lines” do sistema, para diferentes valores de

pH e massas molares de PEG.

As enzimas amilases recuperadas em PEG passaram por um estudo cinético
comparativo com as enzimas ‘in natura’ do malte do milho, para a observagfio do
comportamento catalitico, de tal forma que se verificasse se o polimero atuava como

inibidor ou ativador das mesmas,

Foram feitas as oimizagles da particlo das enzimas o-amilase e B-amilase de
malte de mitho, baseando-se em planejamentos fatoriais, utilizando ¢ pH. ¢ comprimento
da “tie line” e a massa molar do PEG como fatores que influenciam no valor do coeficiente

de particdo das enzimas no sistema bifésico aquoso PEG/ CaCl,.

Apéds a determinac3o das melhores condi¢es no sistema bifasico aquoso PEG/
CaCly (pH, “ti€ line” e massa molar do polimero), a serem utilizadas na recuperagio das
enzimas, foram avaliadas as condigBes ideais de operagdo da coluna de extracdo hiquido-
liquido, com agita¢do promovida por palhetas rotativas e fluxo em contracorrente, sendo
admitidas as alimentaces do solvente e do concentrado, e retirada dos refinado e extrato

nas partes inferior e superior da coluna, respectivamente.

A otimizacdo dos dados foi feita através da analise de Superficie de Resposta
(RSM), com modelos obtidos por delineamento em planejamento fatorial, utilizando os
métodos do ponto central e estrela, sendo a avaliag@o da significancia destes e do ajuste de
dados feita pela analise de varidncia (ANOVA), descrita em BARROS NETO (1995 ¢
2001).
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2 . REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2.1 — Sistemas bifasicos aguosos

O processo onde um componente € separado de wma mistura de liguidos através da
adicdo de um outro componente liguido consiste num sistema bifésico aguoso denominado

de Extracdo Liguido-Liquido ou Extracdo em Duas Fases Aquosas.

Quando as conceniragbes dos polimeros excedem um certo valor, duas fases
aquosas so formadas, as quais sfo compativeis com as células e preservam a fungiio
biologica de proteinas e acidos nucléicos, com acentuada estabilidade. Os sistemas
bifasicos aquosos (SBA) sfio formados quando pares polimero/ polimero ou polimero/ sal
sdo misturados com agua acima de concentraghes criticas (concentragfes de saturacdo)

(ALBERTSSON, 1986), como esta mostrado na Figura 2.01.

A Figura 2.01 ¢ a representagio de um diagrama de fases do sistema polimero P/
polimero A, com concentragdes expressas em termo de percentagens em massa nas fases
leves e pesadas, sendo a linha curva que separa os sistemas aquosos chamada de binodal.
Os pontos B ¢ C, sdo chamados de nos, e as retas BC e B°C’, de linhas de amarracio (“tie
line™), sendo K o ponto critico, onde os volumes das duas fases teoricamente tornam-se

iguais (ZASLAVSKY, 1995).
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Figura 2.01 — Diagrama de fases polimero P/ polimero A.

Em 1986, ALBERTSSON deduziu a expressio para a razfio volumétrica (¥,) das
fases superior (¥;) e inferior () dos sistemas bifdsicos:

A
V, ds4B (2.01)

Como as densidades das fases superior {d;)e inferior (d;) nfo sfo muito diferentes
da densidade da 4gua, a razio dos volumes das duas fases pode ser obtida
aproximadamente a partir das distincias AB ¢ AC da linha de amarragio.

Cada sistema bifasico aquoso ¢ caracterizado por um Unico diagrama de fases, o
qual contém a composi¢io das fases em equilibrio para o sistema, que s#io de fundamental
importincia para a determinacdo da eficiéncia de separacio (particio) do componente entre
as fases, além de fornecer subsidios para auxiliar o desenvolvimento de modelos
termodindmicos visando 3 predicio destes dados (CLIVEIRA, 1999).
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2.1.1 — Histéria do SBA

A historia a seguir foi contada por Per - Aka Albertsson, o precursor dos sistemas
bifasicos aquosos usando polietileno glicol, como polimero extrator das substéncias a serem

separadas em meio bifasico liquido/ Hquido.

Ao terminar a graduacio em 1954, Per - Aka Albertsson comegou a estudar com o
professor Arne Tiselius do Departamento de Bioguimica da Universidade de Uppsala, na
Suica, tendo como supervisor o professor Hakan Leyon, que era especialista em
microscopia eletrénica com cloroplastos. Albertsson, sempre teve preferéncia por
cloroplastos e materiais semelhantemente coloridos, como ficoeritrinas, ficocianinas,
eritrocitos, algas verdes, e outros cloroplastos, em seus trabalhos; devido ao fendmeno
impressionante que estes possuem de serem coloridos. Inicialmente eles interessaram-se
por pirenoides, que sdo estruturas de caracteristicas de cloroplastos de algas verdes.
Tentaram isolar pirenoides de algas unicelulares Chlorella pyrenoidosa por muitos anos,
usando vérias técnicas de centrifugacdio, para purificar pirenoides de células desintegradas
de Chlorella, sem éucesso. O principal problema nfo foi somente a instabilidade dos
pirenoides obtidos, mas também a separacfio destes de particulas celulares complexas
(ALBERTSSON, 1986).

Entdo foram encorajados pelo professor Tiselius a usar cromatografia, o qual foi
um dos pioneiros no desenvolvimento de eletroforese e cromatografia de proteinas e ainda
introduziu as colunas de hidroxilapatite na analise cromatografica de proteinas. As
separacdes com ¢élulas ocorreram sem problema, porém para o caso das organelas
celulares, particularmente particulas de cloroplastos, os experimentos falharam, por causa
da adsor¢do irreversivel. Nas tipicas experiéneias de cromatografia com hidroxilapatita, as
substdncias a serem separadas, sfo inicialmente dissolvidas em solugdes padriio de fosfato e
depois se faz passar um eluente padriic a baixas concentracles. As particulas de
cloroplastos adsorvidas na coluna ndo desorveram, formando uma faixa verde no topo da

CUNICAMP

i
i _ .
g&ggif{}??ﬁ;ﬁ CDENTRA




Capituio 2 — Revisdo Bibliografica 12

coluna que nfo se mexia sobre a aglo de diferentes cluentes padrio. Na presenga de fosfato
(1 - 2 M), novamente os cloroplastos ficaram firmemente adsorvidos (ALBERTSSON,
1986).

Apos varios experimentos frustrados, decidiram usar um detergente com nome de
polietileno glicol Os sedimentos de hidroxilapatita contendo os cloroplastos firmemente
adsorvidos foram misturados a uma soluc@io de polietileno glicol, dissolvidos em fosfato 1
M. A intensa coloragdo verde dos cloroplatos adsorvidos a hidroxilapatita, foi sendo
transferida para a camada liquida acima da solucfo padriio de fosfato, ¢ a hidroxilapatita
retornou a4 sua coloracio original, branca, enquanto gue, os cloroplastos eram
completamente purgados. Devide & alta concentracio do fosfato, o polietileno glicol
formou uma fase Higuida separada, a gual aparentemente tinha uma intensa afinidade com
os cloroplastos que elulam da hidroxilapatita. Esta foi a primeira experiéncia feita com
sistema bifasico aquoso polimérico liquido-liguido. Depois, Albertsson descobriu que o
polietileno glicol nfio era um detergente e sim um dos componentes usado na fabricacio

destes. Assim, considerou seu experimento como sendo um erro gratificante
(ALBERTSSON, 1986).

Nos anos de 1958 — 1960 desenvolveram estudos sobre: a relacdo entre o peso
molecular do polimero ou a drea superficial da proteina ou virus, com o coeficiente de
particdo, isolamento e purificagdio de microssomos de cérebro de ratos, e purificagdo e
concentracdo de virus. Este laco entre 0 peso molecular e partico foram estudados ¢
demonstrados em sistemas usando antigenos-antibidticos, trabalho este que gerou a tese de
PhD de Albertsson, além de ser publicado em 1960 no seu livro, que foi republicado em

1971, 1974 e 1986; e traduzido em vérias linguas, como o russo e o japonés
{(ALBERTSSON, 1986).

Em 1962, Albertsson foi trabalhar no Departamento de Zoologia da Universidade
da California, Los Angeles. Onde foi incumbido de construir uma coluna de distribuigio

em contracorrente do tipo “thin layer” (camada fina), de forma que esta reduzisse ¢ tempo



Capitule 2 — Revisfo Bibliografica 13

de residéncia do aparato construido por Craig. Nas colunas “thin layer”, houve uma
redugiio do tempo de residéncia para que se formem as fases, para poucos minutos. Este
tipo de coluna apresenta cavidades superficiais nos pratos de vidro sinterizado (plaxiglass),
0 que permitiu que ocorresse a primeira separacfc de partes de cloroplastos intactas. A
primeira unidade de colunas do tipo “thin laver” foi construida com 30 a 60 cavidades
sendo que depois passaram a usar 120 ¢ até 180 cavidades. Apos seu retorno a Uppsala
apresentou em um “Work Shop”, no Institute de Quimica, uma verso automética do “thin
layer” de distribuicio em contracorrente, aparelho que ainda € wusado atualmente
(ALBERTSSON, 1986).

No mesmo ano, durante uma visita de observagio ao Departamento de Bioguimica
da Universidade de Estanford, juntamente com Arthur Kornberg, aplicaram um sistema
polimero/ polimero do tipo polietile glicol/ dextrano na purificaciic da enzima
DNApolimerase, de extrato bacteriano, usando uma alta concentracdo de NaCl, o qual
possibilitou a separago de enzimas de restos de células. A enzima foi recuperada em uma
segunda etapa da particdo, em um sistema polietileno glicoV/ fosfato de amdnio. Atualmente
este modelo € aplicado em larga escala pela biotecnologia em purificagfo de enzimas por

particio em fases aquosas {ALBERTSSON, 1986).

Em todos estes trabalhos anteriores assumiu-se que a parti¢iio do sal era igual para
ambas as fases, j& que os polimeros sio predominantemente ndo idnicos. Entretanto,
estudos detalhados revelaram que alguns sais particionavam mais que outros; diferencas
pequenas, porém significativas, que foram comprovadas para sais semelhantes de uma
mesma familia, como os cloretos de litio, de sodio, e de potassio (ALBERTSSON, 1986).

Isto sugeriu o aparecimento imediato de um potencial elétrico, gerado entre as
fases. O potencial € pequeno, mas influencia na particlio de proteinas, acidos nucléicos e
particulas celulares, devido & presenga de varias cargas elétricas nestas. Este potencial foi
estimado com o uso de eletrodos, que permitiu verificar uma relagio linear entre os

logaritmos dos coeficientes de particfio e a malha de cargas das proteinas, determinadas por
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titulacio. Percebeu-se entfio a particdo poderia ser usada na determinacdo do ponto
isoelétrico de proteinas, por particdo cruzada e também por estimativa da matha de cargas
da proteina. Também foi descoberto gue, com o uso de grupos carregados, ligados ao
polietilenc glicol por ligagSes covalentes, um potencial interfacial € acrescido, e este
aumenta ainda mais a faixa de seletividade em separacfio de proteinas, do polimero
{ALBERTSSON, 1986).

Assim, foi estabelecida a relagdo entre o coeficiente de particdo e rede de cargas
das moléculas, como sendo uma funcio exponencial desta. Desta forma, pode-se dar um
alto grau de seletividade ao método variando a quantidade de cargas, o que foi comprovado
por virios autores pa separacdo de virus mutantes, cloroplastos, ernitrocitos de células
quaisquer de diferentes idades, células de colorelas em diferentes estagios do seu ciclo de
crescimento ¢ outras células. Também foi demonstrada claramente a dependéncia entre a
particdo € a superficie das moléculas, o que tornou necessario o uso de uma técnica
complementar de separacdo, como a centrifugacfo. Os experimentos com cloroplastos ¢
células sangilineas demonstraram que os sistemas bifasicos aquosos reduzem ao maximo a
fragilidade das organelas e células, estes se adequam satisfatoriamente devido a baixa
tensdo interfacial, fazendo com que o polimero gere um efeito protetor das organelas e
células (ALBERTSSON, 1986).

Atualmente estes métodos ja foram bastante desenvolvidos para aplicagiio em
bioquimica, biologia molecular, biologia celular ¢ biotecnologia, embora ainda haja muita
controvérsia sobre estes sistemas, principalmente em estudos de modelos termodinidmicos

dos mesmos.
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2.1.2 — Estudo das fases

2.1.2.1- Fatores que influenciam o compertamento das fases

O diagrama de fases sofre influéncias da massa molar do polimero, da
temperatura, hidrofobicidade e do pH; contudo estes efeitos ainda ndo foram totalmente
estudados (DIAMOND & HSU, 1992).

a)  Massa molar do polimerc — ¢ aumento da massa molar do polimero diminui
a concentracdo de polimerc necessaria para a formacfo das duas fases, ¢ quanto maior a
diferenca entre as massas mwolar dos polimeros, mais assimétrica serda a binodal

(ZASLAVSKY, 1995);

b)  Hidrofobicidade do Polimero — a tendéncia que o polimero tem a separagfio
de fases, estd correlacionada ao mimero de grupos hidrofobicos presentes nele. Quando se
usa dois ou mais polimeros em um SBA, deve-se observar que quanto maior a diferenca de
hidrofobicidade dos polimeros, menor a concentracdo de polimeros a ser usada
{ALBERTSSON, 1986);

¢}  Temperatura — os SBAs se comportam de maneira diferente sobre influéncia
da temperatura, sendo seus efeitos muito variados ¢ ainda ndo definidos. Para o sistema
PEG sal as duas fases serdo formaradas a temperaturas relativamente altas, para polimero/
polimero formar-se-o duas fases a baixas temperaturas, enquanto que, o sistema
metilcelulose/ dextrana € estavel ao efeito da temperatura (ZASLAVSKY, 1995);

d) pH — o aumento do potencial hidrogenibnico desloca a binodal no sentido
das menores concentracdes de polimero ¢ sal (HUDDLESTON et al., 1991);
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ey}  Adicdo de Sais — o efeito da adicdo de sais no diagrama de fases varia de
acorde com © SBA: se o sistema for constituido de polimeros nfio idnicos (PEG e
Dextrana), as binodais praticamente nfo sfo afetadas pela adicBo de baixas concentragBes
de sais monovalentes, j4 as adicOes de sais acima de 0,1 M alteram significantemente a
binodal, bem como o uso de sais polivalentes. Para polimeros carregados, a separagio das
fases depende da forga idnica dos sais, enquanto que, nos sistemas polimero/ sal, quanito
maior a carga do 4nion, mais baixa a concentrag@o de sal necessdria para que ocorra a

separaco das fases.

2.1.2.2 — Propriedades fisico-qguimicas das fases

Os sistemas bifasicos dependem muito das propriedades de suas fases, o que torna

necessario estudar a influéncia destas sobre aqueles.

a) Viscosidade — como regra geral, quanto maior a massa molecular dos
polimeros maior serd sua viscosidade. As fases de um SBA apresentam viscosidade,
dependendo do tipo de polimero usado, dependente da concentragdo do polimero, podendo
ser liquida ou gel. Ao usar PEG's com massa molecular inferior a 1000, em sistemas

PEG/Dextrana, a Gltima forma uma fase s6lida ou gel (ALBERTSSON, 1986).

b) Densidade das Fases — Como as fases apresentam aproximadamente 80%
em peso de dgua, logo suas densidades nfo variam muito aquém de 1,0 (KULA, 1985).

¢) Tensdo Interfacial — é em geral pequena, pois os polimeros sfio usados
sempre nas concentragdes proximas do ponto critico. Contudo os sistemas polimero/ sal
apresentam uma maior tensfio interfacial que os sistemas polimero/ polimero (KULA,
1985).
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&) Pressdo Osmotica — em geral € pequena em ambas as fases, devido a massa
molar dos polimeros ser clevada Se a concentragio dos polimeros for elevada, a
dependéncia da pressdo osmdtica com a massa molar nfo € valida. Ao estabelecer o

equilibrio entre as fases 2 pressio osmoética torna-se igual para ambas fases
(ALBERTSSON, 1986).

2.2 — Estudo da particdo

A partigio ou coeficiente de particio (K) € a razfio entre as concentracdes de
equilibric das fases superior (leve), Cs, ¢ inferior {pesada), ¢y, da substancia a ser
particionada em um SBA, dada pela expressdo:

K=— | (2.02)

O coeficiente de particiio de uma biomolécula é constante para um dado sistema e

em uma pequena faixa de concentracio (CABRAL & AIRES BARROS, 1993).

Em 1992, DIAMOND & HSU expressaram a influéncia de fatores ambientais e da
estrutura das moléculas, em SBA, sobre valor de K na forma Jogaritmica abaixo:

K=K, _ .. +5§hK o (2.03)

No estudo da particdo de particulas em suspensdo, tém-se considerado trés regides
de parti¢do, as quais sfo as regibes: superior, inferior, ¢ interfacial. Esta Gltima desempenha
um papel muito importante na parti¢fo, pois absorve quantidades significativas de material
biologico. Isto ndo € observado na particdo de materiais soliveis (ALBERTSSON, 1986,
SILVA & FRANCO, 2000).
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2.2.1 — Fatores que afetam a parti¢io de biomoléculas

a)  Concemtracfio dos Polimeros — guande a concentragcfio dos polimeros €
aumentada, a particio tende para uma das fases, pois esta sendo desviada da concentragiic
critica {DIAMOND & HSU, 1992). Ha uma excecfo a essa regra, quando se trabalha com
particulas celulares, o aumento da concentragio favorece a particio na interface
(ALBERTSSON, 1986).

b}  Massa Molar do Polimero — a particio favorece ao polimero de menor massa
molar, desde que os outros fatores (C, T, MM, Cy;) sejam mantidos constantes para um
mesmo tipo de SBA (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993).

¢)  Massa Molar da Substéncia a ser Particionada — quanto maior a molécula,
maior € a superficie exposta 3 interagdo com os componentes das fases. A equacgio de

BRONSTED descreve qualitativamente a particiio da molécula em funggo da massa molar:

K =gMD (2.04)

d) Adigdo de Sais — os SBAs sofrem grande interferéncia pela adicfio de sais,
efeito este chamado de “salting-out™ Em sistemas polimero/ sal, a particdo do material
biologico ¢ fortemente influenciada pela concentragio do sal, pois a “tié line” é aurnentada
promovendo a transferéncia deste material da fase rica em sal para a fase rica em polimero,
ou caso este material nfo seja solivel no polimero, ocorrerd precipitagdo na interface
(KULA et al, 1982). Os fons “salting-out™ possuem uma forte tendéncia de se solvatarem,
aumentando a tensfo superficial da 4agua e a influéneia do meio sobre os amincicidos
apolares das proteinas, pela remocgdo de moléculas de 4gua estruturadas nestes, podendo
promover a precipitacdo dos mesmos, devido & interagfio hidrofobica destas porcbes
apolares, No entanto, os ions “salting in”™ ou caotropicos, ac contrario, previnem a interagio

hidrofobica por desorganizar a estruturacio da 4gua no meio. A seguir na Figura 2.02, estd
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lustrada a série de Hofmeister, que representa os anions e os cations que influenciam na
precipitagdo de proteinas. As setas indicam o sentido de aumento ou diminuigfo da
hidrofobicidade do meio, respectivamente (BAILEY & OLLIS, 1986).

Salting-out
<____...m«.-
Anies: PO, > SO, > CH;CO0 > CF > Br > NOy > Cl0y > T > 8CON

Salin-in

—

Cations: NH, <Rb" > K'>Na* > Cs* > Li" > Mg > Ca®* > Ba™"

Figura 2.02 — Sénie de Hofmeister (BAILEY & OLLIS, 1986).

¢) Interagbes Hidrofobicas — para proteinas que contenham superficie ou
regides com ligantes hidrofdbicos, seu coeficiente de particdo serd alterado, sendo
particionado mais facilmente (ALBERTSSON, 1986).

f) Afinidade Bioespecifica - se o polimero tiver acoplado um ligante
bioespecifico, este terd preferéncia a partico seletiva da biomolécula influenciada pelo
ligante, ex: PEG-celulose tem afinidade com a albumina do sore bovino (SHANBHAG &
JOHANSSON, 1974).

g)  Conformacio da Biomolécula — algumas proteinas apresentam coeficiente de
particdo constante para uma faixa de pH devido a alteragbes conformacionais, formando
dimeros. A parti¢do da proteina ¢ independente da carga liquida da mesma e, portanto do
pH. Em SBAs com potencial interfacial zero podem ser obtidos pelo uso de sais ou
misturas de sais, que favorecerd a particdo da biomolécula presente (SHANBHAG &
JOHANSSON, 1974).
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h)  Quiralidade da Biomolécula — quando se usam polimeros quirais como o
dextranc, amido ou celulose, em SBA’s as formas enmantioméricas das biomoléculas se
particionam diferentemente nas fases gue se apresentam ricas em polimeros D ou L,
dependendo da sua forma de apresentaciio (EKBERG et al, 1985).

i) Temperatura — a temperatura possui wma grande influéneia na particéio, pois,
um pequeno aumento elevara a composicdo do polimero no diagrama e a particio da
biomolécula poders elevar ou diminuir dependendo dos materiais utilizados {CABRAL &
AIRES-BARROS, 1993).

2.3 — Polimeros utilizados em sistemas bifdsicos aguosos

2.3.1 - Polietileno glicol (PEG)

O PEG € um polimero sintético neutro de cadeia linear ou ramificada, obtido por
polimerizacido do 6xido de etileno e esta disponivel em vérias massas molares, € soltvel em

agua ¢ em solventes organicos. Sua estrutura simplificada esta representada abaixo:

HO- (CH,CH,0),-CH,CH»-OH

Onde n varia conforme a massa molar do polimero, por exemplo: para o PEG
3450, n € igual a 77, para o PEG 4000, o valor de n ¢ aproximadamente igual 2 90 ¢ para o
PEG 8000 o valor de n gira em torno de 180.

As hidroxilas terminais sfo normalmente usadas para combinagfes destes com
ligantes que possuam afinidade especifica por outros grupos de biomolécuias. O PEG esta
disponivel comercialmente com os nomes de poliglicol E ®, carboulax ® ¢ pluracol E ®,

dependendo do fabricante. Se sua massa molar for inferior a 1000 Da o PEG é tido come
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oxido de etileno, apresentando-se como um liquido incolor estdvel ou pasta. Porém, se sua
massa molar for superior a 1000 Da, o PEG, encontra-se na forma de um pd ou flocos
brancos. Estes podem ser armazenados 3 temperatura ambiente, embora a 4°C a oxidagio
das solucdes seja retardada. A oxidacfo do PEG altera a coloragfio da solugfio, que passa de
incolor para castanho, isto ocorre devido 3 liberacio de grupos é4cidos que diminuem o pH
da solucic (BAMBERGER et al, 1992; HARRIS, 1992).

Por excluir outros polimeros de sua vizinhanca, nfio se solubilizando com eles,
possuir uma alta capacidade de formar fase em meio aquoso, nfio provocar a diminuicBo da
atividade das biomoléculas, ¢ de grande importincia para a biotecnologia. O PEG esta
sujeito a modificacdes quimicas, que tornam possivel methorar sua solubilidade ¢ aumentar
o tamanho da molécula, com ac adicionar ligantes. A adig8o de ligante ao PEG ¢ de grande
utilidade na partigio, pois estes ficam mais seletivos a biomoléculas, aumentando o indice
de recuperacdo das mesmas. Sendo biodegradavel e atdxico, a sua descarga ndo &
problematica. Na operacfo em larga escala em sistemas bifisicos aquosos PEG/ sal, as
dificuldades de reciclagem se concentram basicamente na fase salina (BAMBERGER et al,
1992; CHAVES, 2000; HARRIS, 1992).

2.3.2 - Poli (a-1,6 - glicose) ou dextrano

O dextrano, como ¢ conhecido o polimero poli (1-1,6 - glicose), é muito utilizado
em sistemas bifdsicos aquosos polimero/ polimero. E encontrado no comércio em faixas de
massas molar variando entre 10 kDa a 2000 kDa. A fracio T500, proveniente de Pharmacia
Biotechnology, € a mais comumente utilizada nestes sistemas. Esta apresenta um desvio de
polimerizacio que apresenta uma mistura de massas molares (Mw) dos polimeros que o
compdem, entre 450 KDa a 500 kDa e um numero e massa molecular médio (Ma,), acima de
180 kDa. A razio M,/M,, conhecida como polidispersdo, ¢ uma medida da homogeneidade
da fracdo da massa molar. O valor 1,0 indica que a amostra é monodispersa. Geralmente, o
dextrano puro possui uma polidispersdo proxima da unidade, agregando valor a este
produto (CHAVES, 2000; KUBEK, 1994, TIERNELD, 1992).
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Apesar do sistema PEG/ dextrano ser clissico, o dextrano € extremamente caro
para ser utilizado industrialmente devide ao seu elevado cusio de purificacdio. Sua
utilizagdio s6 € viavel, quando o produto a ser purificado possulr um alto valor agregado.
Como alternativa esta sendo proposto atualmente o uso do dextrano nfio purificado, gue
mantém as propriedades de particBo do sistema, reduzindo substancialmente os custos
associados & aplicacio deste em grande escala. Contudo, estes sistemas possuem alta

viscosidade e conseqiientemente uma separagio muito lenta (KRONER et al,, 1982).

2.3.3 - Hidrexipropil amido ou reppal PES

Um polissacarideo natural € de faci! disponibilidade na natureza, € o amido, o qual
¢ encontrado principalmente nas sementes de alguns cereais (como o milho, o arroz € o

trigo, etc) € em tubérculos como a mandioca e a batata.

O amido nio € apropriado para a aplicaco em sistemas bifdsicos aquosos, devido
a sua facil degradac@io por alguns microrganismos ¢ enzimas (amilases) e a formacdo de
géis. Para evitar este inconveniente ¢ necessario modificar sua estrutura por adicdo de

outras moléculas.

Um destes substituintes € o grupo hidroxipropil, e pela substituicio deste na
molécula do amido, obtém-se os chamados Reppal PES. A utilizagdo do Reppal PES no
lugar do dexirano em sistemas bifasicos provocou uma reducdo no custo dos reagentes

necessarios a formacdo das fases em sete vezes (TIERNELD, 1992).

Na recuperacdo de proteinas recombinantes de Schistosoma mansone, CHAVES
{2000) observou que sistemas bifésicos aquosos PEG/ sal desnaturavam as proteinas em
maior quantidade gue o PEG/ Reppal PES 100, emborz este dltimo apresentasse o

inconveniente de ser mais carg que os sisternas salinos.
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2.3.4 — Uso de outros polimeros como alternativa para SBAs

Diferentes polimeros, como o dextrano bruto (KRONER et al., 1982), derivados
do amido (TJERNELD, 1989, VENANCIO & TEIXEIRA, 1993), alcool polivinilico
(TIERNELD, 1989}, malto dextrna (SZLAG & GIULIANO, 1988), derivados de celulose
(SKUSE et al, 1992); goma de guar (VENANCIO et al, 1995) ¢ arabinogalactano
(CHRISTIAN et al., 1998), tém sido utilizados na busca do sistema bifasico aquoso mais
adequado 2 recuperagdo ou purificacdo de materiais diversos, principalmente os de

importancia biotecnoldgica.

Em um trabalbo recente VIEIRA (1599) utilizou o polimerc da goma de cajueiro
Anacardium occidentales L. em sistema bifisico aquoso polimero/polimere, com baixo
custo na obtencfo das fases, mostrando ser bastante vidvel a utilizacdio do mesmo na

recuperacdo de biomoléculas em sistemas bifasicos aquosos.

2.4 — Equipamentos utilizados nas extracdes liquido-liquido

O grande numero de equipamentos desenvolvidos na extragfio liquido-liquido
demonstra o crescimento destas técnicas nos Gltimos anos, isto se da devido (HUMPHEY
et al., 1984; MATIASSON & KAUL, 1986):

L a economia de energia, se comparado com 2 destilacdio;
10 evitar a degradagdo de compostos biologicos;
I ao desenvolvimento de equipamentos mais eficientes e que permitam o

contato mais efetivo entre as fases;

Iv. possibilidade de “scale-up”.
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O desenvolvimento de novos equipamentos para efetuar extragio liguido-liquido
tém tornado este método mais competitivo em relagio 2o0s outros processos de separacio.
Em 1997, SOUZA desenvolveu uma coluna de exiragdc do tipo “thin layer”, mumito
parecida com inventada por ALBERTSSON (1986), com pratos perfurados que a
subdividia em cinco compartimentos, sendo a agitacio proporcionada por palhetas
rotativas. Este a usou na recuperagio de acido acético em sistema bifésico aguose contendo
Butanol/ solugdo de 4cido acético. A mesma foi ainda utilizada por RABELO (1995) em

um estudo paralelo, para verificar sua eficiéncia de extracio.

Em 1999, RABELQ desenvolveu uma micro-coluna de campanulas pulsantes e a
utilizou em seu estudo na partico de proteinas como a citrocomo bS5 e 3 enzims ascorbato
oxidase em sistema de duas fases aguosas PEG/ Sais de fosfato. Esta alcangou em seu
estudo, um maior tempo de contato entre as fases e altas taxas de transferéncia de massa na
coluna, sem desnpaturar as proteinas. Esta mesma coluna foi utilizada por MORO (1999) na
extracdo de tripsina por micelas reversas, utilizando um agente tensoativo surfactantie
anibnico AOT (2-etil-hexil-sulfossucintato de sédio). Deste trabatho conclui-se que a
recuperacdo das protefnas em sistema continuo foi maior que em sistema em batelada. Em
seu trabalho LEITE (2001) estudou a recuperagio de tripsina em sistema bifésico aquoso
PEG/ policaiu na mesma coluna anterior, obtendo 40 % de indice de recuperagio da

proteina na fase rica em policaju.

2.4.1 - Classificaciio dos extratores

E de uso comum na linguagem técnica o uso de denominagdes diferenciadas aos
termos comuns da engenharia. Os processos de separacdo por sistemas bifasicos aquosos
ndo ficaram de fora desta regra, por exemplo: a alimentagio da fase rica no soluto a ser
recuperado €/ ou purificado, ¢ chamada de alimentacio do concentrado, enquanto que a
saida empobrecida do soluto € tida como refinado. J4 a entrada da fase liquida destinada a
recuperacio do soluto € chamada de alimentagfio do solvente ¢ a saida desta ¢ tida como

extrato, j& que a mesma reteve a major parte do soluto (RABELO, 1995).
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Alguns fendmenos sio comuns durante a operaciio de uma coluna de extragio

liguido-liquido. Dentre estes, serfo citados os principais:

s O “hold up”, que € o termo designado 3 fragdo de retencio da fase dispersa

dada pela razfo entre os volumes da fase dispersa e o volume total da coluna.

® A inundacfio da coluna € a ocorréneia de retorno de uma das alimentacBes

passando a operar em paralelo a outra corrente, promovida pelo uso de condigBes extremas

de operacdo da coluna.
® Ocorréncia de “backflow™ € o retorno axial da fase continua, ocorre devido a

invers@o de fluxo desta fase com relacfo aguele esperado.

® Ocorrencia de “backmixing” € o retorno axial da fase dispersa. O fluxo da
fase dispersa ¢ mmvertido fazendo com que o gradiente de concentragdo caia ¢ assim a taxa
de transferéncia de massa seja reduzida (HANSON, 1968).

Em extragGes liquido-liquido os sistemas mais comumente empregados sdc os em
batelada ou descontinuos € os continuos ou diferenciais. A seguir estes serdo mais
detalhadamente estudados.

2.4.1.1 — Extratores descontinuos ou sistemas de contato e separaciio de fases

em estiagios

Sdo sistemas compostos por varios estagios em série de tanques misturadores -
decantadores, horizontais, onde a solugdo e o solvente so misturados até atingir o
equilibrio em ambas as fases. Apds a decantacio da fase pesada, é feita a separaciio das
fases antes de passarem para o proéximo estagio. Este equipamento possui alta eficiéncia de
separacdo, sendo desvantagem o espago fisico que ele ocupa. A Figura 2.03 mostra o
esquema simplificado de um extrator descontmuc em quatro estagios.
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Saida da Entrada
Fase Leve ' '““! da Fase
Leve

Entradz da
Fase Pesada

Saida
"bi da Fase
Pesada

Figura 2.03 — Esquema de um extrator descontinuo.

2.4.1.2 -Sistemsa de Contate Diferencial (SCD) ou Continuo

Sdo normalmente colunas verticais onde o escoamento das fases ocorre em
contracorrente, devido 2 diferenca de densidades entre as mesmas, sendo que a fase leve é
alimentada na parte inferior e a fase pesada na parte superior da coluna. Estes equipamentos

sdo compactos € ocupam menos espago fisico que os anteriores ¢ estdo subdivididos em:

1. Colunas sem agitacdo mecédnica ¢ separacio por gravidade

O contato entre as fases € promovido puramente pela acio da forca gravitacional,
devido & diferenca entre as densidades das fases. Sdo equipamentos de baixo custo
operacional, ocupam pouco espago fisico, porém de pouca eficiéncia. Na Figura 2.04 estdo

mostrados os exemplos mais conhecidos deste tipo de coluna.

2. Colunas com agitacBo mecénica e separacio pela gravidade

O contato € feito, além da acfio da gravidade, pela acio de agitadores mecanicos

ou pulsaciio, 0 que aumenta a transferéncia de massa entre as fases. Estes equipamentos
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ocuparn pouco espago fisico, com custo médio, ¢ boa eficiéncia de separagio. Na Figura

2.05 estdo mostrados os exemplos mais conhecidos deste tipo de coluna.

a} b} c}

Figura 2.04 — Esquema das colunas de extracio sem agitacio mecénica e
separac@o por gravidade, a) coluna de pratos perfurados, b) coluna tipo spray € ¢) coluna

com pratos recheados.
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Figura 2.05 — Esquema de colunas com agitacdo mecédnica, a) Coluna de fluxo

pulsado, b) Coluna de pratos rotativos ¢) Coluna de discos rotativos (RDC).
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3.  Extratores centrifugos

A transferéncia de massa ¢ feita pela agBo da forca centrifuga. S3o os
equipamenios mais recentes, possuem alta eficiéncia de separagdo, ocupam poOuco espaco
fisico, porém possuem alto custo de unplantacio; sfo éxemplos: os extratores Podbielniak,
Liwesta ¢ de Laval {LEITE, 2001; MORO, 1999; RABELQ, 1999).

2.5 — Estudo da transferéncia de massa em extratores de palhetas rotativas

A segunda lei da termodinfmica descreve que os sistemas que nfo estdo em
equilibrio tendem & atingir o equilibrio com o tempo, assim, ¢m sistemas que contém dois
ou mais componentes cujas concentracBes variam de ponte a ponto, havera um
deslocamento natural de massa da regific mais concentrada para a menos concentrada, o

que levara a redugdo da diferenca de concentragfio do sistema.

Neste tipo de aparelho, a alimentacfio € feita em contracorrente ¢ a transferéncia de
massa ocorre numa dispersio de gota que flui através da fase continua por acfo da
gravidade. A variagdo da concentragdo numa gota ¢ dependente da densidade, do
coeficiente de transferéneia de massa, da érea interfacial e do tempo de contato; s6 que
estas variaveis dependem do didimetro da gota (HANSON, 1968).

Como em sistemas liquido — liquido a agitacio causa a diminuigio do tamanho da
gota € com isto ocorre um aumento na sua drea superficial. Sendo a taxa de transferéncia de
massa uma fungio da area interfacial logo com o aumento da area superficial da gota

ocorrerd o aumento da drea interfacial elevando assim, a eficiéncia de extraciio do sistema.
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Porém, a partir de um cerfo tamanho, a gota se comporta como uma esfera rigida,
sem circulagio de massa em seu corpo, reduzindo a difusio molecular e desta forma,
diminuindo a interac@io entre as gotas ¢ a taxa de transferéncia de massa na fase dispersa
(ROD, 1966).

A coalescéncia da gota da fase dispersa numa fase contfnua é de extrema
importancia para que ocorra a separacdo das fases. Quanto menores forem as gotas, maior a
tendéncia a emulsificacio da solugfo, enquanto que, quanto maior forem estas gotas, mais
rapida sera a coalescéncia destas, ocorrendo com maior facilidade a separacfo das fases
(HANSON, 1968).

Em colunas de extraciio liquido — liquido, o coeficiente global de transferéncia de

massa é dado segundo a teoria dos filmes, mostrada na equago abaixo:

N=K,(C*-CW : (2.05)

Onde: N € o fluxo de massa da fase continua para a fase dispersa (g/s.cm®), Kg € 0
coeficiente global de transferéncia de massa; C* ¢ a concentragio da substincia a ser
particionada na interface de equilibrio com a fase continua ( glem®); C é a concentragio da

substancia a ser particionada na fase dispersa (g/cnr’); V € o volume da fase continua,

Nos sistemas bifasicos aquosos as fases sfc imisciveis, considerando-se que a
quantidade de soluto transferida entre as fases € pequena, que o coeficiente de particdo da
substincia é independente da sua concentracdo e que o coeficiente de transferéncia de

massa € constante a cada ponto da coluna. Ao s¢ fazer 3 integracio da eq 2.05, obtém-se:

N=K_,AC V (2.06)
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Onde: AC, ¢ a média logaritmica da diferenca entre as concentracdes.

Um balanco diferencial na coluna nos da:

QdC,, =K (C,, - KC)dH

QC,,-C)=K AC YV (2.07

Onde: Q € o fluxo da fase dispersa; Cen € 2 concentracdo da substincia a ser
particionada na entrada da fase dispersa; Cws € a concentracdic da substdncia a ser
particionada na saida da fase dispersa.

Um rearranjo da equacio 2.07 em fung8o de K., leva & expressio abaixo:

Ka=Q/VIn[(C,KC)/(C,KCH] (2.08)

Onde: C; € a concentracdo da substéncia a ser particionada na fase inferior; K € o

coeficiente de particBio da substincia no sistema.

A eficiéncia da transferéncia de massa em uma coluna de extragio liquido-liquido
pode ser medids diferenciando o comportamento real do ideal, em termos de transferéncia
de massa. Uma destas formas de medir a eficiéncia em uma coluna de extragfio foi proposta

por KAWASE em 1990, descrita abaixo.

E,={(C, -C,)/C, 100 (2.09)
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Sendo Cra fracfio mdssica do soluto na alimentagdo, C; a fracio massica do soluto
no refinado e By o indice de recuperacio do solute (RABELQ, 1995; SQUZA, 1997).

2.6. Métodos de otimizacio de processos

Para se estudar um sisiema e dele obter os melhores resultados com custo
reduzido, em menor tempo ¢ com menor esforgo fisico, ou segja, obter uma maior
produtividade, € necessdrio que se faca a otimizagido do mesmo; e uma das técnicas
atualmente mais aplicadas para isto, ¢ o delineamento por planejamento fatorial. Este tipo
de otimizagdo baseia-se em principios estatisticos, que tornam oS experimentos menos
repetitivos, fazendo mteragBo enitre todas as varidveis e observando nfio sé a influéncia
destas sobre o resultado como também a interac@io entre as mesmas, levado a obtengio do
modelo que mais s¢ ajusta as condigdes do sistema em estudo (BARROS NETO et al.,
19953,

A modelagem ¢ importante por ser uma abstragio do comportamento de um
sistema, alkém de reduzir a quantidade de repeticGes ¢ observacdes sobre o mesmo.
Entretanto, o potencial econdmico € o tempo reduzido proporcionado pelo uso do modelo
matematico recebem em contrapeso, o fato gue o modelo imita realidades especificadas,

ndo incorporando todos os aspectos do sistema real modelado.

Para a modelagem de um sistema, torna-se necessaria a listagem dos fatores que o

afetam. Como os modelos de sistemas tornam-se sempre muito complexos, logo o modelo

desenvolvido para otimizagio deste serd também complexo. Algumas perguntas

corriqueiras sempre sio feitas, antes de iniciar a modelagem de um processo, tais como:
* Deve-se assumir a modelagem a que nivel, macroscopico ou microscopio?

® O processo pode ser descrito adequadamente por principios quimicos ou

fisicos?
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® O que desejo exatamente do modelo e como este influencia exatamente o
resultado final?

2 Quais as medidas e os dados que serfo avaliados pelo modelo?

e A composic8o atual do processo € minima, quais sio os subsistermnas bésicos

mais faceis de serem analisados?

Os modelos séo classificados nagueles baseados em teorias fisicas e maqueles
baseados em descrighes estritamente empiricas. Os modelos matemdticos se baseiam em
balancos energéticos fisicos e quimicos, termodinimica, cinética de reagSes quimicas € sfo
freqiientemente empregados na otimizaclo. Estes sio mais atrativos, por gerarem um
modelo geral especifico para o sistema além de poder ser deseavolvido antes da construgfo
do sistema. J& os modelos empiricos podem ser planejados com correlages simples entre
os dados de enirada e saida, obtidos por quaisquer analises fisico-quimicas do processo
{EDGARD & HIMMELBLAU, 1989).

Para a construgio de um modelo deve-se seguir basicamente trés etapas: a
formulacfo e definicdio do problema, as andlises preliminar e detathada, avaliagSo ¢ a
interpretagdo / aplicaciio do modelo. A Figura 2.06 mostra as iteracdes que levam a
obtencio do modelo otimo, Naturalmente temos estes procedimentos em nosso intelecto,
contudo uma esquematizacdo do mesmo leva a uma redugiio do tempo para obté-lo, ja que
os passos sio bem definidos e organizados.

1.  Definicdo ¢ formulagdo do problema — esta fase € importante, pois ¢ nela
que conseguimos definir o problema e identificar os elementos importanties gue afetam a
solugiio do problema. A vaniag3o necesséria ao modelo, bem como seu potencial pode ser
determinado, além de se poder avaliar a estrutura ¢ a complexidade do modelo. Nesta fase
define-se:
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e Formulagio de um modelo —
Experiéncia, I objetivo, avaliagio rigorosa e l Direcionamento dos
realidade. custo para o desenvolvimento. objetivos

l Definiciio do
problema

SelecHo das varidveis importantes, uso e aplicacio
de principios fisicos e testes planejados, se
necessario.

h A

Simulacio em Modelo Observagdes sobre
computadores, idealizado a andlise de dados.

desenvelvimento de

software. l

bi Estimativa de Fase de

parametros < designe

i

Avaliagio e
ajuste do
maodelo.

Fase de

l avaliagio

Aplicacdo do modelo

Figura 2.06 — Atividades comuns na elaboracio de um modelo, do principio a sua
aplica¢@io (EDGAR & HIMMELBLAU, 1989).

» O numero de varidveis independentes a serem incluidas no modelo;

o O mimero de equacgdes independentes requeridas para descrever o sistema

(as vezes definindo até a “ordem” do modelo);

® O ntmero de pardmetros desconhecidos do modelo.
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2. Fase de “Design” do modelo — esta fase inchui informacdes especificas do
modelo, basicamente ¢ descrita pela escolha da logica de programacio e algoritmos
necessarios para aplicagic do modelo, formulagfio da descricio matematica aproximada ¢
simulacio do modelo. Inicialmente definem-se as vardveis de eontrada e saida ¢
determinem-se quails sjo os “sistemas” e “ambientes” envolvidos no modelo. Para que o
modelo seja implementado € necessdrio que sejam verificadas a validade ¢ adeguagio dos
“softwares” e “hardware™ existentes, os meios de entradz e saida de dados, bem como ©
desenvolvimento de logica de “flowsheets™ ¢ a definicBio das relagdes e estruturas dos

Programas.

3.  Fase de Avaliacfo — esta € fase de exame final do modelo. A andlise do
modelo depende dos critérios de avaliacio requeridos e de testes previamente planejados na
definigdo do modelo. Estes testes avaliam a sensibilidade do modelo, através da entrada de
dados e da correlacio entre parAmetros e relagdes fisicas significativas. Este passo também
se refere a um diagndstico feito por anlises estatisticas de ajuste de dados (EDGARD &
HIMMELBLAU, 1989).

Os modelos podem ser escritos de véarias formas matemadticas, dependendo apenas
da forma que se deseja enfatizar a estimativa dos coeficientes e da complexidade requerida
pelo sistema a ser modelado. Abaixo estdo citadas algumas formas de modelagem

matematica.

2.6.1 - Método dos minimos quadrados

E uma das formas mais cldssicas de se modelar sistemas. Este método se baseia
em critérios matematicos rigorosos para estimar os coeficientes do modelo, a partir dos

dados experimentais. Para cada “p” ponto dado, pode-se definir 0 erro j como sendo a
diferenga entre as observactes Y, e predizer a resposta do modelo y;(x).
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Y-y=¢g para j=1,2,...p (2.10)

As varidveis independentes representadas pelo vetor x podem ser diferentes
variaveis ou diferentes funcbes da mesma varidvel tais como x, X%, x°, etc. E assumido que
as variaveis independentes sfic conhecidas exatamente ¢ com um erro minimo envolvido
em cada valor de X substanciaimente baixo sobre aguele envolvido em Y. Entdo se

assumirmos que f; ¢ uma funcfo somatéria do erro absoluto, logo teremos:
fi=3le) @2.11)
i=t

Entretanto, um erro classico criterioso € o somatorio dos erros guadrados dado por:

fi=e (2.12)

Usando modelo linear simples y = b, +b,x , para demonstrar o principio de

estimativa dos coeficientes do modelo pelo método dos minimos quadrados, teremos, apds

a substituicio das equacdes 2.10 ¢ 2.12 na linear:

fzzi(}}“.}’;)z:i(}z“ﬁﬁ—ﬂtx;) (2.13)

J=t

Esta equac8o possul dois coeficientes nfio conhecidos, fy e £, e p pares de valores
experimentais de ¥; ¢ x;. Ao minimizarmos /> encontramos os valores dos coeficientes, j&
que esta foi obtida a partir de uma equacio linear. Logo, ao fazermos as primeiras
derivadas parciais de f; igual a zero, teremos a c¢ondico necessdria para o minimo da
funcdo.
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Pz 0223 (¥, - By~ Bix )-D) (2.14.8)
5169 J=i
D2 o223 - By~ fix Yo%) (2.14.)
aﬁz J=1

Considerando b; e by, como sendo os valores estimados dos coeficientes B e £,
respectivamente, obtemos as sohigBes das equacgdes 2.14. Rearranjando os resultados em

funedo das duas varidveis desconhecidas bp e b; para as equacdes lineares, teremos:

ibe +> b, :i}; (2.15.2)

J=i =1 F=1
fbﬁx L F ﬁb,xj = ix pe (2.16.b)
j=1 7=1 F=1

2
Como o sematérioZbo ¢ igual a p(by) € nos outros somatérios as constantes g e
F=1

b; podem ser removidas dos termos em somatorio, entfo as equagSes anteriores, se

apresentardo como sendo:

bo(p)+blﬁxj x}iy; (2.17.3)
J=l J=1
bgﬁxj +b,ixf =)x7, 2.17.b)
s=1 J=l 7=1

Sendo assim, como temos duas equagdes ¢ duas incognitas, pode-se facilmente

solucionar o problema acima com a predigio dos valores de v experimentais, utilizando a
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equacdo para calcularY . Esta é dada por: Y =5h, +5b,x, as andlises estatisticas dirdo o

quanto o modelo estd ajustado, ou o quanto este se distancia dos valores reais, pedindo

assim wmn melhor ajuste.

Analogo a anilise linear, podemos encontrar a equagio para uma fungfio de
potencia qualquer, bastando substituir a equagfo dos erros quadriticos (2.12), na equacio
desejada ¢ proceder da mesma maneira que para a linear. De modo geral, como percebemos
que a dependéncia da resposta € linear com os coeficientes, € que os valores de x ¢ v sdo
sempre conhecidos, logo podemos generalizar o método dos minimos quadrados utilizando

a equac¢io de uma poténcia de grau qualquer, expressa abaixo:
y =2 B X0 =1 (2.18)
=8

Nesta equag@o xp ¢ uma constante, desta maneira a equacio apresenta somente
uma intersec¢fio. Nesta temos n varidveis mdependentes x;, i = 1,.., n; como meios
controldveis e ajustaveis. Obviamente a equacfio ¢ linear com /£, podendo n#o ser linear
com x;, contudo, os valores destas ultimas varidveis, como ja sfo previamente conhecidos,
ndo so objetos de interesse, pois ndo imterferiro ao serem substituidos na equacio do
modelo, ja que utilizamos b; para predizer os valores f, ¢ estes s@o lineares com a variavel

dependente. Tomemos como exemplo, um modelo para funcfio quadrética:
y=pFo+fix +Bx’ (2.19)

Ao se observar a equacfio 2.18, percebe-se que: xp =1, x; =xex; = x°, assim, a0

introduzirmos a equacio 2.19 na equacfio 2.12, obtém-se:
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f=3 -3 =3, -3 B, 220)

J=0 J=0

As varidveis independentes agora s@o as designadas por um par de indices sub-
escritos, onde o primeiro e o segundo indicam, respectivamente 2 designacio (o tipo) da

variavel independente € a segiiéncia de p pontos dados conhecidos (f = 1,.... o).

A diferenciacio parcial de 2 com os respectivos S, Br.....fr lgualando as n+]/
derivadas parciais a zero, obtemos n+/ equacSes em n+] valores de coeficientes estimados

{bg, by,....B,), como se percebe nas equagdes 2.21.a, b, ¢ e d, mostradas abaixo:

2
beixﬁj "‘E’lixe;xu +bzi‘x0jx2f ot bnixofxry '“”“ixefyj (@)
=

J=t =1 I= =)
2 2 , 2 2 I
Bo %o, + 81 2%, 5, D %Xy kb, D 3, = D x, Y (b)
J=1 J=1 g=t J=l J=t
2 2 z R P P
baszjxgj + bizxzjxlj +b32(x2j) +-..-§-an.¥2ij = szj}’; {c)
j=1 J= i=t J=l F=i

beix@x% + bzﬁxmxv +bzi XXy, H ot bﬂi; (x,)° = ix"j}’j (d)
i= =

= = =

A solucdo deste sistema pode ser feita naturalmente, em um computador, pela
multiplicacdo das matrizes e vetores gerados pelos dados do planejamento (x) e

experimentais (Y), ou seja;
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By | | 7, ] 1 ox, x x, |
b} Y2 11 12 in
1 ox, xp Xn
b, ¥
b: }f: T ox, x, .. X,

Figura 2.07 —~ Esquema matricial para calculo das estimativas dos pardmetros pelo

método dos minimos guadrados.

A resolucfio dos sistemas acima deseritos pode ser expressa na forma matricial/

vetorial, como sendo:

XT+X*p = XT*y (2.22.a)

Ou ainda, em torno dos coeficientes desconhecidos:

b= (XT*X)1=XT*Y (2.22.b)

2.6.2 — Otimizacdo por planejamento fatorial

Neste tipo de otimizagio, as variaveis independentes sio chamadas de fatores, suas
variaghes sdo chamadas de niveis e o resultado obtido, ¢ chamado de resposta. A
metodologia de avaliacdo do modelo € baseada na andlise de varidncia (ANOVA) ¢ a
andlise dos modelos otimizados ¢ feita pelo método avaliacdo da superficie de resposta
{RSM). Este tipo de otimizagio pode maximizar ou minimizar algumas respostas, sem fugir
das especificacBes exigidas (BARROS NETO, et al., 1995 ¢ 2001).
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A analise de varidncia (ANOVA), ¢ feita por pardmetros estatisticos baseados na
distribuicio (Gaussiana para avaliar os erros dos coeficientes, o ajuste e a significincia do
modelo sdo feitos através da comparagio entre os dados experimentais com os calculados.
Os resultados s#o expressos na forma da Tabela 2.01, que apresenta as fontes de variagfio
nas formas quadraticas e médias, que facilitam o calculo das porcentagens de variacles
explicaveis, do coeficiente de determinacio ¢ os testes F, os quais indicardo a significlncia

e o gjuste do modelo (BARROS NETO et al., 1995 e 2001).

Tabela 2.01 — Tabela de andlise da varincia de um modelo linear nas estimativas

dos pardmetros pelo método dos minimos guadrados.

Fonte de Soma Quadratica Graus de | Média Quadratica
Variacfo Liberdade
Regressao p-1 MQOy =S80, (p-1)

m A » 2
50 =2.2.00,~)
L

Residuos m_ A n-p MQ. =80, /(n—p)
S0, =3>0,-»)
i
Falta de mAa oA 2 m-p MQ,, =S0,, (m-p)
Squ:ZZ(yi“yf) ’ ’
Ajuste i
Erro Puro m o2 n-1 MQ, =SQ_ Kn-—m)
SermZZ(yy_yi) y ?
iy
Total n-1

S0 =33 (,~»)

Fonte: BARROS NETQ et al, 1993 e 2001.

Onde: y,é o valor da resposta no nivel i, y é a média global das respostas, y, éa

A
média das repeticOes em um nivel 7 e y, € o valor predito desta resposta no nivel i. n, , m
€ p, sho respectivamente: o nimero de repeticSes no nivel 7, o nimero total de observagses

( Z n, ), o nmero de niveis distintos e o miimero de par@metros do modelo.




Capitulo 2 — Revisfic Bibliografica 41

As relacdes SO/ SOr e (SOr - SQ.) SQr, sdo chamadas respectivamente de

porcentagens de variagfio explicdvel e porcentagem maxima de variagio explicavel

A medida da significincia do modelo € feita pela relacfio entre variacBes médias
devido a regressZo e devido aos residuos (MQOr/ M{,). A primeira mede os desvios
quadraticos médios dos valores preditos com relagfo aos experimentais, enquanto gue a
segunda representa os residuos deixados por cada nivel i deixados pelo modelo para cada

resposta.

J4 ¢ ajuste dos dados ao modelo € feito pela relacio entre as médias quadraticas da
falta de ajuste ¢ dos erros puros (MO / MQey). A primeira estima a adequagiio dos dados

ac modelo, enguanto que a segunda estima a variancia postulada para as observacfes.

Todos os dois seguem uma andlise estatistica segundo uma distribuicdo Gausiana,
logo suas comparagbes podem ser feitas com valores do teste F, em niveis previamente
estabelecidos. Para o primeiro, quanto maior que F tabelado for o valor, mais significativo ¢
o modelo, enquanto que, o segundo este devera ser menor que o F tabelado, para poder
indicar o ajuste de dados ao modelo (BARROS NETO et al, 1995 e 2001).

O coeficiente de correlagio multipla ou coeficiente de determinacio (R”) ¢ tido

como a medida da aproximacgfo variacBio das observacdes e y, devido a regressio a

variagdo total em tormo da média. Quanto mais préximo de 1,0 for este valor, mais

explicdvel e mais ajustado serd o modelo.

R= = (2.23)



Capitulo 2 — Revisiio Bibliografica 42

As somas quadraticas dos desvios podem ser relacionadas segundo as equacOes

abaixo.

SO =80, +50, (2.24)
S0, =50, +80 (2.25)

O caleulo dos erros padrdes (£,) das estimativas dos pardmetros do modelo € feito

através obtengio da raiz quadrada da estimativa da varifncia (5’(5)) dos elementos do vetor

b, dados por:

g, =) =YX X)'S7 (2.26)

Onde: S € o desvio padric das repeticGes no ponto central. Se a metodologia
empregada ndo for por ponto central, torna-se necessério fazer repeticGes em cada nivel,
assim obter um desvio padrdo para cada nivel e com isto seus erros padrbes serfio dados por

seus desvios padroes quadrados utilizados na equacdo dos erros padrdes.

A metodologia de avaliagdo da superficie de resposta € baseada na andlise da
equacdo de otimizacdo em um grafico em trés dimensdes, onde 0s eixos das abscissas € o
das ordenadas sfo formados pelos dados dos fatores, enquanto que a altura é dada pelos
valores experimentais da resposta. Nesta superficie pode-se verificar através de curvas de
niveis, que delimitam regiGes de aclive e declive, com tonalidades de cores diferentes para

facilitar a interpretac@io do resultado da otimizacio. (BARROS NETO et al., 1995 e 2001).
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Para execuciio de um planejamento fatorial tornar-se-4 necessario que sejam
especificados os niveis de variagbes dos fatores, para que estes possam ser avaliados isto €,
os valores dos fatores gue serdio empregados nos experimentos. Sendo k nimero de fatores,
o planejamento de dois niveis ird requerer a realizaclo de 2% ensaios diferentes, sendo

chamado por isso de planejamento fatorial 2%,

Os planejamentos podem ser fatoriais fraciondrios, completos ¢ modificados.
Dentre os fracionarios, destacam-se os fatoriais de meia fracgo, representados por 2¥7, que
nada mais ¢ aplicado, normalmente, na triagem de fatores que realmente influenciam sobre
a resposta daqueles que nfo t€m importdncia, ja que uma analise compieta levaria a uma
perda de tempo desnecessaria. Os fatoriais completos fazem combinacGes entre os efeitos
dos fatores de maneira a obter uma guantidade de ensaios minima para a obtenciio de um
bom modelo. Os fatoriais completos mais comumente utilizados so os que se baseiam no
método do ponto central e no método estrela, embora estes empreguers uma quantidade
maior de experimentos que o compieto simples. Os fatoriais modificados nada mais sfo que
adaptagdes dos fatoriais completos, realizadas devido a inflexbes dos fatores, ou outros
motivos (BARROS NETO et al,, 1995 e 2001),

Em otimizagdes por planejamento fatoriais, os fatores sio codificados de forma a
se obter as novas vanaveis independentes (x;) com variacéio simétrica, de tal forma que os
pontos laterais formem uma figura geométrica. Estas variagSes sdo chamadas de niveis, e
normalmente assumem os valores -1, 0 ¢ +1. Pela nomenclatura especifica desta forma de
modelagem, os niveis, recebem os seus valores codificados como nome (BARROS NETO
et al, 1995 ¢ 2001).

A codificagdo dos fatores se da pela elaboragfio de equagbes que os normalize,
através da subtra¢@io dos seus valores intermedidrios pelos extremos, com diviso posterior
pelo desvio destes ao médio. Tomemos como exemplo um estudo cinético qualquer, onde a

taxa de reagdo () € influenciada apenas, neste caso, pela pressdo (P) € pela temperatura (7)

no reator. De um modo geral, sendo os valores médios dos fatores P e T, suas variaces
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serdio dadas por: AP e AT ; desta forma, ao considerarmos as variaveis codificadas x, e x,

como sendo respectivamente a representacfo no modelo dos fatores P e 7, teremos as suas

equagdes de codificaciio de dados como sendo:

x, = £ (2.27.8)
AP
T.-T
x, =2 (2.27.b)
AT

Onde P, e 7} representam os valores dos fatores nos niveis 1.

Ao se graficar os fatores em eixos perpendiculares e unir seus pontos (com
excegdo do central), obtém-se sempre uma figura geométrica. Este tipo de modelagem ¢
chamado de “design” ortogonal, ¢ ¢ de uso comum em planejamento fatorial. Um dos tipos
de “design” ortogonal em planejamentos fatoriais é o apresentado pelo método do ponto
central, Figura 2.08, que por apresentar um planejamento 2° apresenta uma forma
quadratica de representacdo grafica dos pontos do modelo. J& o método estrela, de acordo
com o propric nome, apresenta um “design” ortogonal com forma geométrica de uma

estrela. Na Figura 2.09, observa-se o “design” em forma de estrela, com a mtrodugdo dos
nivels necessarios a sua formacfo: — e +a (o =42 ), com as suas devidas codificages

segundo a regra ja explicada. Estes valores sdo justificados devido ao dngulo de 45° gue os

novos pontos fazem com os eixos formados de ligaco entre os outros ponios.

O valor de o depende da quantidade total de pontos () do disign nas
coordenadas (+1, +1) utilizadas no planejamento, segundo Box e Hunter (BARROS NETO
et al., 2001) este valor € dado por & = (ng)"", desde que a varidncia das estimativas s6
dependam da distancia em relagdo ao ponto central, definindo assim um planejamento
rodavel. KHURI & CORNEL (1996), apresenta varias formas de designs com rotatibilidade
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que apresentam valores de ¢ para trés varidveis dependendo da quantidade de vértices da
figura geométrica. A seguir serdo apresentados alguns valores de o € as figuras que os

geraram, para irés fatores,
1. Seis de um octahedro, o valor de o = V3.
2. Doze vértices do icosahedro, o valor de o = 2a ou 5.
3. Vinte vértices do dodecahedro, o valor de o = +c ou +1/c.
4. Se octahedro se encontrar em rotacdo cilindrica, o valor de o = +V2.

Onde: ¢ = 1,473, b = 0,911 e ¢ = 1,618, estes valores sdo dependentes do raio que
a figura geométrica descreve. Existem ainda outros valores para o o, pois depende do tipe
de design empregado (KHURI & CORNEL, 1996).

Para que o modelo seja obtido em menor tempo e com maior eficiéncia deve-se
orientar os ensaios de forma organizada e direcionada. Para tanto, foi criada uma tabela
com todos os ensaios ¢ dados necessarios para direcionar os experimentos de forma
objetiva e seqiienciada. A Tabelas 2.02 é denominada de matriz de planejamento, nesta
estdo contidos todos os ensaios que serdo realizados em um determinado experimento,
formados pela combinacio dos niveis +1, -1, -o € +a, de cada fator, e as repetiches no
ponto central. Estas ainda apresentam as devidas codificagdes e valores das devidas
respostas enconiradas nos experimentos realizados. Estes dois dltimos sdo utilizados nas

matrizes que calcularfo os valores dos coeficientes desconhecidos dos modelos.

O tamanho das matrizes de plancjamento depende da quantidade de fatores
utilizados no modelo. Normalmente, a primeira coluna representa os n ensaios a serem
realizados, sendo em seguida apresentados os fatores em colunas ordenadas segundo as
suas posicoes no modelo, vindo apds estes, as varidveis codificadas na mesma ordem dos
fatores e por final, a tabela apresenta a coluna com as respostas. As linhas seguem a ordem
descrita pelos n experimento, sendo que a primeira coluna, geralmente, apresenta os valores
do primeiro fator oscilando entre linhas e a segunda coluna, com o segundo fator oscilando
em linhas duplas, € a terceira com o terceiro fator, oscilando em linhas quadruplicadas, nos
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niveis — e +. ApoOs estas seqiiéncias entre linhas, vém os pontos centrais em no minimo
triplicata, onde todos os fatores se apresentam no nivel 0. Todas as combinages entre os
fatores sfio representadas no “design” ortogonal, mais especificamente pelos pontos da
figura. As respostas seguem pela substituicic dos dados experimentais obtidos em cada *“»”
ensaios (BARROS NETO et al,, 1995 ¢ 2001).

Comecaremos admitindo que a superficie de resposta para modelagem do estudo
cinético, nessa regifio, ¢ uma funclo linear dos fatores e que, portanto a resposta pode ser

estimada pela equacdo.

v=>54+bx +bx, (2.28)

Onde by, b; ¢ b; s8o as estimativas dos parimetros do modelo jé citados
anteriormente, x; € X7 representam as variaveis codificadas dos fatores pressie (P) ¢
temperatura (7) e sendo y a varidvel dependente (resposta), que € a taxa de reacfio (r). As
estimativas dos parimetros podem ser obtidas pelo método dos minimos quadrados. A
analise de varidncia indicarad se ¢ modelo € significativo. Se este for ajustado, a superficie
de resposta para a otimizacdo dos dados serd entfio descrita satisfatoriamente pela equacio

2.28, que € uma equagdo de um plano.
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Figura 2.08 — Estimativa de pardmetros usando modelo ortogonal por
planejamento fatorial em dois niveis com ponio central (BARROS NETO et al, 1995 ¢
2001).

Se o modelo linear nfic for significativo, o passo seguinte, naturalmente, ¢ tentar
um modelo quadratico, cuja expressdo geral, para duas varidveis ¢ dada pela equacio

abaixo:;

y=b,+bx +bx,+ bnxf + bnxzz + b,x.%, {2.29)

Esse modelo, no entanto, tem seis pardmetros, ¢ este planejamento tem apenas
cinco nivets, isto €, cinco diferentes combinagGes de valores das varidveis, o que conduz a
uma ampliagio do planejamento fatorial. A ampliacdo pode ser feita em varias maneiras. A
mais comum ¢ a construgdo do chamado planejamento em estrela. Para fazer um
planejamento em estrela, deve-se fazer uma analise idéntica ao método do ponto central,
adicionando-se uma figura geométrica igual 3 anterior, porém, esta devera girar 45 graus

em relacio & orientacio de partida. O resultado ¢ uma distribuicgio octogonal, como mostra
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a Figura 2.09. Uma analise geométrica simples leva a conclusdo de que o5 novos pontos

estio a uma distdncia de +/2 do ponto central (em varidveis codificadas) e, portanto sio
localizados de acordo com as coordenadas mostradas nas quatro Glimas linhas da Tabela

2.02, que € a mairiz de planejamento do sistema catalitico em estudo demonstrativo.

Tabela 2.02 ~ Matriz de plancjamento gerada pelo planejamento completo (em
esirela e ponto central) para estudar a influéncia dos fatores pressio (£) e temperatura (7}

sobre a taxa de reacdo (r) em um estudo de cinética reacional.

Ensaios P (atm) Tr{K) Xi X3 ¥
1 Py T; =] -1 ¥i
2 P, i T -1 +1 -1 J2
3 P, Ty -1 +1 V3
4 P +] T# I +1 +1 i
5 P T 0 0 ¥s
6 P T 0 0 Vs
7 P ra 0 0 »7
8 P, 7 2 0 s
9 P T 0 2 9
10 Pia 7 +2 0 Yio
11 7 Tea 0 +V2 Y
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Figura 2.09 ~ Estimativa de pardmetros usando “design” ortogonal para estimativa
de pardmetros por um planejamento fatorial 2° pelo método estrela (BARROS NETO et al,,
1995 ¢ 2001).

2.6.3 - Aplicagiio da otimizacdo por planejamento fatorial

Esta metodologia de modelagem ¢ amplamente empregada em pesquisas nas areas
de processos de separaclo, em reacles de sintese ¢ decomposigio, na determinacdo da
influéncia de fatores sobre as propriedades fisicas ou guimicas de materiais, em métodos
analiticos, no desenvolvimento de novos materiais, etc., com intuito de obter uma resposta
mais ampla e segura através da analise de dados coletados no campo, na inddstria, no
laboratorio, enfim, nos diversos setores de pesquisa, sejam eles publicos ou privados.
Assim, os pesquisadores conseguem avaliar a influéncia de diversos fatores sobre uma ou
mais respostas, podendo a partir do modelo otimizado fazer melhoria nos diversos
processos, com uma justificativa firme ¢ sensata. (BARROS NETO, et al., 1995 ¢ 2001).

Em processos industriais ainda em fase de desenvolvimento, o normal ¢ que seja

feita a otimizaclio deste, fazendo testes e ajustes em uma planta piloto. A partir desta,
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passa-se a produciio propriamente dita, em escala ampliada. Contudo, surgem problemas
devido & variagdo de escala. O efeito dos fatores como a agitagio, transferéncia de massa,
eficiéneia do equipamento, etc., varia com o tamanho do equipamento. Além desies,
existem os problemas corriqueires do dia-a-dia da indGstria, falta de controle, defeitos e
troca de pegas do equipamento, variagdo na matéria prima ou em suas condicdes de
armazenamento, etc. O gue leva a necessidade de ajustes finais no modelo (BARROS
NETO et al,, 2001). Algumas aplicacdes da otimizaco por planejamentos fatoriais voltadas
para as indistrias de alimenticias, para métodos de analiticos e para a biotecnologia sfio
citadas abaixo:

Recentemente o1 estudada a otimizacBo da producfo de “snaks” elaborados a
partir da mistura de farinhas de aveia ¢ amido de milho com alio teor de amilopectina,
através de um delineamento fatorial do tipo 2° modificade, tendo como fatores o teor de
umidade, a temperatura de extrusfo, a rotag3io do parafusc, didmetro da matriz, teor de
amido modificado e r€s respostas, sendo elas: volume especifico, dureza e fraturabilidade.
Contudo, como os modelos gerados tinham cinco fatores, tiveram que fixar o valor de
alguns destes fatores no ponto central, de tal forma que a combinacfio destes valores
gerassem graficos tridimensionais que facilitaram a analise visual da superficie de agdo de
certos fatores sobre as respostas. Todos os modelos atingiram uma otimizagfio acima de
95,88% e foram significativos, sendo que a melhor regressio foi obtida para o modelo

quadratico contendo o volume especifico como resposta (KARAN et al., 2001).

A cinética de secagem de sementes de urucum (Bixa orellana L.) foi avaliada por
diversos modelos apresentados na literatura, para determinagdo da constante de secagem da
mesma. Como agentes mnfluenciadores desta constante, foram utilizados os fatores
temperatura ¢ vazio massica do ar de secagem, e o tempo de operagio do secador. Para
desenvolvimento e obtengfio dos modelos, foram utilizadas: a metodologia de planejamento
fatorial para determinacdo dos ensaios que foram realizados, a analise de varidncia para
avaliar o ajuste de dados e a significdncia dos modelos, bem como a metodologia de
superficie de resposta para avaliagdo da aproximacio da drea otimizada (GUEDES &
FARIAS, 2000).
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A pir6lise € as temperaturas de atomizacio de vérios metais foram utilizadas como
fatores em um estudo feito para avaliar a absorcdo atGmica (resposta) de metais usando
espetrometria de absorgio atdmica com atomizacio eletrotérmica (ETAAS). A otimizag8o
dos dados levou as equacgBes gue melhores se ajustaram as dependéncias da absorcBio aos
efeitos, sendo quadrédtica, linear ou ambas, o que ficou caracterizado para cada metal,
segundo a equagdo: A =B+ B P+ B T + B3 P> + B4 T° + Bs P*T (PEREIRA-FILHO, et
al., 2002).

A otimizagio bascada em planejamento fatorial foi aplicada no cultivo das
microalgas Spirulina maxima em meio padriio com auséncia ¢ presenga de nitrogénio (Sob
a forma de KNOj3), utilizando as temperaturas de 25°C e 35°C, tendo como resposta a
producdo de lipidios por estas algas. O melhor modelo mostrou que a variaglo da
concentragdo de lipidios totais (LIPT) € linear com a temperatura (T) € que 2 mesma varia
de forma parabdlica com a concentragdo de nitrogénio (N), sendo sua equagfo dada por:
LIPT = A + B°T + CN?, onde A ¢ B sfo constantes (MACEDO & ALEGRE, 2001).

Um estudo sobre a produgo de nata (ceclulose bacteriana) por fermentacio em
superficie com Acetobacter xylinum. Para isto foi feito um delineamento por planejamento
fatorial composto de pontos axiais com valores de + 2 (quando o normal € utilizar + o = %
1,41}, modificando assim a equagbes normais dos modelos. Os fatores utilizados foram pH
do meio de cultura, a influéneia da adigdo de aglicares e dcidos no processo. Contudo, seus
resultados ndo foram bem ajustados ao modelo, dando baixas porcentagens de variagSes
explicaveis, sendo que os modelos guadraticos apresentaram melhor ajuste e suas
superficies de respostas mostraram as condigbes 6timas para a produgdo de nata, como
sendo 0,66 mol/LL de 4cido acético e 6,7 g/100 mL de glicose (DANESI & WOSIACKI,
1998).

A influéncia do pH (x;) e da concentracdo de Na(l {x,) sobre o coeficiente de
particic da albumina de soro bovino foi estudada em sistema bifisico aquoso PEG/
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Dextrana. Utilizou-se neste trabalho “design” por planejamento fatorial 2°, com desvio das
variaveis codificadas de 2,0, para o pH, e 0,1 M; para a concentragdo do sal. Neste aplicou-
se a metodologia de planejamento em estrela, com seis ensaios repetitivos no ponto central,

o que gerou em uin total de 14 experimentos. O modelo proposto para a estimativa dos

parimetros foi K = mex;"x;’ , Ou seja, wma equacdo de potencia de grau 4. A predicdo

mnsd
dos valores gerou erros baixos parz 2 estimativa dos pardmetros, contudo a correlacdo
multipla dos modelos gerou entre 0,654 e 0,966, indicando que estes ndo estdo
estatisticamente bem ajustados. A superficie de resposta, gerada no “software™ matemética,
mostrou que a regido otima para a partic8o ¢ albumina de soro bovino, tende para uma faixa
de pH ¢ comcentracBo de NaCl baixos, apresentada pelo melbor modelo:

K =0,0176+0,002907x7 -0,00374x; — 0,00176x] +0,002508x] (GUNDUZ, 2001).

A quitosanase ¢ uma enzima que hidrolisa a guitina, um polisacarideo linear
composto de ligacdes $-1.4 D-Glucosamina. Estas enzimas sdo obtidas de bactérias, fungos
e vegetais. A quitosana produzida por Bacillus cereus foi caracterizada com otimizaco por
plancjamento fatorial 2°, modificado, tendo como fatores a temperatura e o tempo de
reacio. Os resultados do modelo otimizado apresentaram baixas correlagdo mikipla e
porcentagem de varifncia explicavel, contudo os dados foram utilizados para definir as
melhores condighes para a partigio das mesmas. Aa enzimas recuperadas em sistema
bifasico aquoso foram obtida as variando concentracdes percentuais de PEG, de fosfato e
de NaCl a pH 5.8. Os dados obtidos apresentaram como melhor sistema para parti¢fio
destas enzimas, o composto por: 22% PEG 1500 + 13% Fosfato + 12% NaCl a pH 5,8, com
recuperacio de 66% das enzimas (PIZA et al., 1999).

Os aminoacidos L-fenilamina, I-tirosina e L-triptofano, ¢ a proteina insulina de
soro humano, foram particionadas em sistemas bifasicos aquosos PEG/polimero. Para a
otimizacdo dos dados foi feito um planejamento fatorial 3°, com os fatores: massa molar
dos polimeros, pH e temperatura do sistema; todos em trés niveis em design ortogonal de
ponto central. Neste, logicamente, foram realizados 27 ensaios com no minimo triplicatas

em todos os pontos, 81 experimento, no mimmo. Seus resuitados foram muito confusos,
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sem condizer os apresentados pela literatura. seus modelos nfio foram significativos ¢
apresentaram falta de ajuste de dados, além de nfic apresentaram boa correlaciio muiltipla.
Contudo, suas conclusdes sobre a anélise de superficie de resposta levaram a referir que a
particio sofre uma maior influéneia do pH ¢ da temperatura que da massa molar do
polimero, s¢ que esta influéncia varia bastante para cada amincdcido ou proteina
(BERNARDO, 2000).

A otimizac¢do da recuperacio das enzimas xilanases da Penicillium janthinellumem
em coluna de extracdo continua de campéanulas pulsantes em sistema de miscelas reversas
foi estudada, com um planejamento fatorial 2%, contendo a for¢a iénica (4} e o fluxo
volumétrico {(B) como fatores € a recuperacfio da xilanase (¥) como resposta. O modelo
empirico que mais se ajustou aos dados obtidos experimentalmente foi
Y=110,17-3,754-29,458B+4,2AB, com uma correlaciio mikipla de 0,99 e regifio 6tima
se aproximando dos menores valores dos fatores (RODRIGUES & TAMBOURGI, 2001).

2.7 — Modelagem matematica de um extrator liguido-liquido diferencial

Como nos separadores em contra-corrente o tempo de contato € pequeno, logo a
condi¢do de equilibrio nunca € atingida, ¢ como resultado disto temos um aumento na
transferéncia de massa. Para se apalisar a extracfo diferencial serfo utilizadas: as equacdes
de equilibrio do sistema, do balanco de massa ¢ da faxa transferéncia de soluto da fase
pesada para a fase leve.

Da equagio de equilibrio entre as fases, temos que:

x=Ky* {2.30)
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Na qual y* € a conceniracBic do soluto na fase pesada que poderia estar em
equilibrio com x ¢ K ¢ o coeficiente de particdo. Apés, um balango de massa ao Jongo da

coluna diferencial, partindo da sua base até uma altura z obtemos a seguinte equagio:

Hy+L{0)=Hy,+Lx ou  x=H/L(y—y,) (2.31)

Onde 3o € a concentracéo do seluto em z = ( e x € y sfo concentracies deste em
uma altura z qualguer sem gque haja equilibrio. A equacfic 2.31 também € chamada de linha
de operacdo de uma coluna de extracdo liquido-liquido diferencial.

Com base num balanco de massa diferencial na fase pesada para um volume igual
a AAz, chega-se a uma expressio da taxa de soluto que ¢ transferida da fase pesada para a
fase leve.

[Fluxo de soluto acumulade] = { Fluxo de soluto saindo] - [Solsto Acumuladol

O0=-H{], -yl . —rdAz 2.32)

Sendo r a taxa de transferéncia de massa. Ao dividir a equagdo 2.32 por AAz e

fazendo Az—0, tem-se:

O=(H/Day/dz~r {(2.33)

Como a taxa de transferéncia de massa € proporcional & area superficial por
unidade de volume, onde o soluto ¢ transferido mais rapidamente gquanto menor for o
tamanho da bolha. Admitindo-se que a taxa de transferéncia de massa seia proporcional a

distancia da concentracdo em relacio ac equilibrio, portanto, pode-se escrever que:
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» = Ka(y — y*) (2.34)

Onde a ¢ a area superficial por unidade de volume e K € o coeficiente de

transferéncia de massa. Desta forma, a equacio 2.34 torna-se:

-y (2.35)

R &

Ka
H
A

A altura de um extrator diferencial pode ser calculada a partir da equacio de
equilibrio, da linha de operacfic ¢ do balango de massa na fase pesada. Combinando essas

equagles, e rearranjando-as, tem-se como resultado:

I = gdz
%)
1=222 Py (y -2/ K)
Ka
%)
\d)p &
=% Y - (236)
LK(y-y,)
Se fizermos KL = E, teremos:
8
A E (yz"x;)
- In
Ka (E—1) { v, } (2.37)
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Esta € a equacdo de projeto de extratores liquido-liquido diferencial.

Sendo os termos dentro das barras € entre as chaves sfo conhecidos como sendo a
Altura de Unidade de Transporte € como Nimero de Unidades de Transferéncia, chegamos
a equacfo abaixo:

| =[AUTHNUT} 2.38)

O termo AUT mede 2 eficiéncia de separacdo do equipamento, enquanto gue, ©
termo NUT mede a dificuldade de separacio do equipamento (BRESCANCINI, 1995;
SOUZA, 1997).

2.8 - 0 Amido e suas fontes naturais

O amido €, depois da celulose, o carboidrato mais encontrado na natureza, sendo
encontrado pringipalmente no milho, no arroz, no trigo ¢ na mandioca. Na Tabela 2.03,

mostramos a composiciio de amidos naturais para alguns produtos.

Tabela 2.03 - Composicio de amido de varias fontes naturais.

Produto natural % da amilose % amilopectina
Amido de milho 24,6-270 70
Amido de arroz 15,0 - 18.5 79
Amido de trigo 20,0 -25,0 30
Amido de mandioca 16,7-250 30

FONTE: JOSLYN (1968) ¢ GREENWOOD (1956) in REGULY (1996).
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No Brasil, destaca-se como fonte de amido a mandioca {Manihot spp) ¢ o milho
(Zea mays). A mandioca (Manihot spp) € usada no preparo de farinha de mesa e também na
indastria, j& o mitho (Zea mays) ¢ utilizado tanto para fins industriais (amides modificados)
e in natura {(consumo humano e animal). A Tabela 2.04 apresenta a composicdo

aproximada dos grios de milho ¢ sua farinha integral.

Tabela 2.04 — Composiciio aproximada do grio de milho.

Parimetros Valores (%)
Umidade 12,0-13,5
Amido 58,0- 65,0
Acgicares redutores 2,5-5,0
Proteina 9,5-125
Gordura 3.9-6,0
Celulose 2,0-47
Cinzas 1,3-27

FONTE: REGULY (1996,

O amido dos cereais nfio € tdo facilmente separavel como o dos tubéreulos, porque
a presenga concomitante de proteinas, parcialmente soliveis, durante a extracio do amido,
acarreta problemas de sedimentacfo e separacfo, devido a formagio de espumas e
aglutinacdo, o que para a centrifugaco, processc mais indicado para um rendimento
quantitativo em amido, significa perdas. Por outro lado, 0s tubérculos apresentam na polpa
um intrincado complexo de fibras-pectina-amido, o que torna a separagdo das fibras um

problema em determinadas aplicagfes deste tipo de amido.

O amido, denominado por «-1.4 glicano (ou glucano), é composto quimicamente

por duas moléculas enroladas em espira separdveis, de glicanos. Apresenta em sua estrutura
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os glicanos: amilose e amilopectina. O primeiro € um polimero linear da glicose, no qual as
unidades piranosidicas desta ultima estdo ligadas como «-1,4; constitui essa fragio 20 a 26
% da molécula do amido, conforme a materia-prima natural que a contém; enguanto que 0
segundo € um polimero ramificado, no qual as unidades piranosidicas também estdo em sua
grande maioria como a-1.4; porém ha 4 a 5 % de ligagOes o-1,6, 0 que confere & estrutura
uma ramificacio tipo arborescente (REGULY, 1996},

A maioria dos microorganismos ndoc possui o sistemna enzimatico que quebre a
melécula do amido, condico necessdria para o seu aproveitamento bioldgico, dada a sua
constitui¢dc macromelecular. Entretanto aqueles que produzem a amilase podem crescer
em mejo amiléceo, 34 que essas enzimas hidrolisam o amide formando 2 dextring, maltose ¢
glicose. Isso ocorre com muitas espécies de fungos dos géneros Aspergillus, Rhizopus e

Mucor e com bactérias Bacillus subtifis.

A hidrélise enzimatica em relacfio is demais € de maior relevéncia. porque pode
desenvolver-se nas condi¢cdes brandas de temperatura e de concentracfo i0nicas existentes e

necessarias aos processos celulares.

Para que possa haver o aproveitamento do amide como fonte energética, dado o

seu teor em glicose, o homem utiliza microorganismos que:

- Sejam capazes de hidrolisar o polissacarideo através do seu “aparelho”

enziméatico (amilases);

- Sejam capazes de fermentar, ou seja, transformar em outros produtos, o
amido hidrolisado disponivel.

E importante salientar que existem muitos microorganismos capazes de realizar as
atividades acima descritas, entretanto, tem-se buscado também utilizar enzimas com funcfio

bicloégica (atividade enzimatica) que permitam realizar a hidrolise do amido disponivel
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obtidas a partir de produtos agricolas, tais como vegetais, cereais, entre outros (FOGARTY
& KELLY, 1979; REGULY, 1996; WISEMAN, 1987).

2.9 - Milho (Zea Mays)

O mitho (Zeg mays) € um monocotilédone pertencente & ordem graminales (ou
ghimiflorae p.p.}, a2 qual compreende uma Gnica familia, a gramineae, que € constituida na
sua maioria por plantas herbiceas, conhecendo-se poucas excegBes de representantes
ienhosos, Tipicamente as flores sdo muito pequenas, praticamente destituidas de perianto e
sio protegidas por bréacteas e bractéolas secas, reunidas em caracteristicas mflorescéncias,

com fruto sece, do tipo cariopse e semente com abundante endosperma.

A familia gramineae ¢ uma das maiores familias de angiospermas, e
provavelmente a de maior importincia econémica para 0 homem. A maioria das plantas
incluidas nesta familia € composta de herbéceas, anuais ou perenes, caules do tipo colmo
{com nos e entrenods), oco ou cheio, com rizoma desenvolvido ou ndo, folhas com nervacdo
paralela e com bainha larga, aberta, provida de ligula na base do limbo (no limite deste com
bainha). A cada nd estd inserida uma sé folha com pélos uni ou bicelulares ¢ estdmato

caracteristico deste grupo de plantas (JOLY, 1998).

A estrutura de reproducio basica € a espiguilha {espicula), que ¢ um tipo especial
de inflorescéncia destas plantas. Consta de um eixo (raquila) na base do qual se encontram
duas bécteas secas, as glumas, uma inferior ou externa e outra superior ou interna, e de uma
a muitas flores, que sdo pedunculadas ou sésseis. Cada flor ¢ protegida por duas bracteolas
secas, as glumelas, uma inferior a lema, e outra superior, a palea. Cada espiguilha contém
50 flores, que sdo unissexuais, embora para a maioria das espécies desta familia seja
hermafrodita, dentro da palea encontramos duas lodiculas que tém a funcfio de afastar as
glumelas e assim provocar a abertura das flores. Os elementos de reproducio sdo

representados por irés estames, ovario stipero, tricarpelar e uniocular, com um estigma
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plumoso (dois para as demais espécies), frutc do tipo cariopse e endosperma abundante
(JOLY, 1998).

2.9.1 - Fisiologia das Sementes de Mitho

Como todo monocotilédone, o milho possui divisies em suas sementes, que sdo! a

camada protetora (casca), a aleurona, o endosperma e o embrido.

O embrifio do milho (Zea mays) possui trés partes:
- 0 cotilédone;
- O epicétilo (gue origina o broto);

- A radicula (que se origina a raiz).

A germinacdo de sementes ocorre quando o crescimento da radicula rompe o
tegumento da semente e aparece como uma raiz jovem. A energia para a germinagdo da
semente vem da respiracio do agicar do endosperma. Contudo, o embrido e o amido estfio
separados um do outro, ou seja, para que a semente germine deve haver acdo de forgas

externas para ativar suas funcdes fisiologicas.

Naturalmente, ha uma pequena atividade biolégica nas sementes, devido &
presenca das enzimas B-amilase que degrada o amido para produzir a maltose e fornecer

energia para manter a atividade biolégica nas células da semente.

Ao se fornecer dgua a semente, suficiente para atingir entre 40% a 45% em peso,
gsta entra em processo acelerado exponencialmente de atividade enzimética, segundo a
equagdo A =be ¥, com coeficientes diferentes para as diversas variedades de sementes
(SOUZA et al.,2001).
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A agua entrando na semente e no embrifio dissolve uma substéncia produzida no
interior do embrifio. Esta substancia € conhecida como deido giberélico (GA). Este € um
hormdnio vegetal ndo muito diferente dos esterdides. O GA dissolvide € transportado com

a dgua pelo restante dos tecidos da semente, até chegar 4 camada de aleurona.

O GA entra no citoplasma dessas células, "ativando” certos genes do DNA
nuclear. O DNA €, naturalmente, a molécula hereditaria e contém as instrucdes para fazer
todas as proteinas necessarias para a sobrevivéncia da planta de milho. O mecanismo
preciso sobre a "ativagBo” do DNA pelo GA ¢ ainda desconhecido, E claro, contudo, que o

modo de aglio € ligar apenas alguns genes especificos do DNA (BORZANI et al., 1986).

Os genes que sdo "ligados” sfo transcritos. A informaglo arquivada em DNA ¢
preciosa, de modo que as células de aleurona fazem uma cépia "descartavel” em RNA do
gene que esta ligado. Esta copia, como um tipo de projeto, é chamada de RNA mensageiro.
O processo de fazer esta copia € chamado transcriclio. O RNA, que foi feito no processo de

transcricio € transportado até o citeplasma das células de aleurona.

No citoplasma, 0 RNA mensageiro junta-se ao ribossomo para comecar 0 processo
de produgio de uma proteina. Este processo ¢ denominado sintese protéica ou tradugso.

Neste processo 0 ribossomo examina a informacfo mantida na seqtiéncia de bases do RNA.

Os RNA’s transportadores carregados com aminoacidos especificos sfo colocados
nas posicdes especificadas nas instrugBes do RNA mensageirc ¢ os aminodcidos sfio
agrupados na seqiiéncia certa pelo ribossomo. A seqliéncia de aminoacidos determina as

propriedades da proteina que esta sendo montada (BORZAN] et al., 1986).

Neste caso, a proteina critica feita com a informacgfio mantida no RNA é a a-
B s,

amilase. Hsta proteina resulta em uma enzima de grande importincia. ST e

P
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Os aminoacidos para a sintese da amilase vém de um metabolismo existente nas
células de aleurona, o que hidrolisa as proteinas armazenadas nestas células. A hidrdlise €
acelerada por enzimas conhecidas como proteases. Estas enzimas aumentam a taxa na qual
a proteina armazenada ¢ cortada em aminodcidos individuais. Os aminoécidos liberados
pela hidrélise estdoc agora livres para serem reunidos na estrutura da amilase pelos
ribossomos. Observe na Figura 2.10 o esquema representativo da sintese da ¢-amilase em

um monocotilédone gualquer.

A amilase ndo ¢ apenas uma proteing, ela € uma enzima que catalisa {acelera) uma
reagdo quimica particular. Especificamente, as amilases aceleram a hidrélise do amido em

suas unidades componentes de agGear (BORZANI et al., 1986; SOUZA et al.,2001).

Serminasio de um
Honocotiiddone

Casca

Eﬂﬁ@spﬁma

Dotilsdane
- Célsias do Alsuroma
producio de
; profeinas
: roli
Enigatile _ \ hidrolise
’ 4. Aminoacidos

Figura 2.10 — Esquema da sintese da enzima ¢-amilase pelo DNA, em semente de

monocotilédone.
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2.9.2 - Armazenamento dos grios de milho

Apds a colbeita, as sementes de milho devem ter seu teor de umidade reduzido
entre os limites de 10% a 14%, o que torna possivel sua armazenagem, acelera a maturacéo,
diminui a possibilidade de ataque de pragas e a ocorréncia de doencas. aiém de diminuir a
atividade respiratdria. O armazenamento minimo de grios deve ser de trés semanas para se

conseguir a quebra da dorméncia e, assim, a facilitar a2 germinagdo.

2.19 — Enzimas amiloliticas (hidroglicosidases)

Desde o inicio do século, as enzimas proteases e amilases tém sido utilizadas em
processos industriais. Em relagfo as amilases, podemos destacar como as mais importantes

para a biotecnologia até o momento as enzimas o ¢ B amilases.

2.10.1 - A g-amilase

A enzima com codigo e nome sistematico EC 3.2.1.1; «-1,4 glicano 4-
ghicanohidroxilase, respectivamente, ¢ comumente conhecida como o-amilase. Esta é uma
grande enzima extracelular que hidrolisa aleatoria, mas simultaneamente varias ligagtes a-
1,4 ndo terminais de molécula de amilose, amilopectina, glicogénio ¢ dextrinas, ndo
atuando sobre as ligagdes a-1-6. Os produtos finais da hidrélise sdo 70 a 90%, de maltose,
oligossacarideos ¢ dextrinas, a maioria ¢com quatro a oito unidades de glicose, além de

pequenas quantidades de D-glicose.

A a-amilase também € chamada de enzima dextrinizante e de liquefagio e
encontra-se nos tecidos e diversos meios: saliva, pancreas, cereais, bactérias, fungos. Sua
resisténcia a desnaturacfio térmica, a qual inativa a enzima, difere conforme sua origem ou

blossintese. Algumas amilases bacterianas, de Bacillus subtilis, B.coagulans, B.



Capitule 2 - Revisfo Bibliografica 64

licheniformis e B. stearothermophilus, 1ém ainda atividades otimas proximo, aos 80°C,
sendo algumas ainda ativas acima de 100°C, isto devido & presenca de um fon Ca’™ em sua
estritura molecular. Estas possuem pH otimo entre 5,5 a 7,0; peso molecular variando entre
10 kDa a 20 kDa, com 6 a 16 subumidades polimfricas; sendo que a o-apulase de
B.amyloliguefaciens possui 4 subunidades simultdneas ligadas por um atomo de zinco. A
o-amilase € facilmente exiraivel de grios moidos com dgua a 76°C, por cerca de 15
minutos, processo este que inativa a B-amilase. Acredita-se que a acfo da enzima se di

devido ao efeito combinado dos seus sitios ativos, os quais sfio formados por grupos
carboxilicos ¢ histidinicos (WISEMAN, 1987; DIXON & WEBB, 1967).

O uso fundamental da a-amilase estd na hidrélise do amido, inerente aos seguintes

processos industrias:

- Na indiistria de panificagfo, onde se usam o-amilases para aumentar o poder

enzimatico de farinhas que contém amilases naturalmente;

- No pré-cozimento de cereais e no preparo de amidos que intumescem a frio

(pré-gelatinizacédo a baixa temperatura);

- Nas indistrias de fermentagfio para élcool e bebidas alcodlicas, a partir de

cereais ou tubérculos;
- Na fabricacfio de xaropes de glicose, via hidrolise pelas amilases;

- No preparo de gomas de dextrinas, usadas para acabamento de papéis ¢

tecidos.

2.10.2 - A B-amilase

A enzima com codigo e nome sistematico EC.3.2.1.1, «-1,4 glicano-
maltohidrolase, respectivamente, ¢ comumente conhecida como B-amilase. Esta € uma
enzima extracelular, largamente encontrada em grios de vegetais, degradando a
amilopectina € ghicogénio, hidrolisando cada segunda ligacio «-1.4, mas sempre a partir
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dos terminais ndo redutores das cadeias. Estas enzimas possuem pH 4timo entre 6,5 a 7,0;
com massa molar de aproximadamente 50 kDa, a maioria dos seus produtos € quase
sempre B-maltose, s3o inibidas por reagentes sulfidricos, nfo atuam em ligagbes a-1,6 ¢
desta forma, a hidrolise total da amilopectina ndo pode ser realizada pelas mesmas
(WISEMAN, 1987; DIXON & WEBB, 1967).

A enzima converte aproximadamente 55% da amilopectina em maltose ficando o
restante como grandes moléculas de dextrinas-limite, nfio fermentiveis. Geraimente a
hidrélise de amidos nfo fracionados cessa quando 60 a 64% de maltose sdo formados a
partir do substrato (CALDWELL, 1996).

A B-amilase estd presente na maioria dos vegetais superiores, notadamente nos
grios de aveia, centeio, cevada, soja e trigo, e s6 recentemente foi encontrada também em
microorganismos do género Bacillus (FOGARTY & KELLY, 1979).

No uso do malte como agente de liquefac@io e hidrélise de grios e tubéreulos
amildceos, ou seja, no preparo de mostos, principalmente os de cerveja ¢ bebidas

alcodlicas, reside a maior aplicagio da - amilase.

2.11 - Maltagem

A maltagem € a técnica de preparo do malie, ¢ consta de operacbes como a
maceragdo, a germinacfio e a secagem. O processo altera os griios e esta alteragio afeta a
composicéo dos mesmos, e este diferem conforme o tipo de malte a ser obtido, sendo para

cervejarias ou destilarias.

Se for para cervejarias, que € ¢ caso mais comum para sementes de cevada, os
grios devem ser densos, com endosperma macio e fridvel, sua maceracio serd entre 43% a

46% de umidade, apds a germinaco sfo secos a 4% de umidade em temperaturas variando
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de 70°C a 100°C, o que torna o malie mais escuro, reduz sua atividade enzimatica, da &

cerveja uma coloracio mais escura, sabor e aroma mais encorpado.

No caso do malte para destilaria, sic usades grios menores, com teor protéico
mais elevado, sendo macerados na faixa de 45% a 49% de umidade, secos até porcentagens
variando de 5% a 7% em temperaturas variando entre 50°C a 60°C, apods a germunacio,

gerando um malte de maior potencial enzimético e mais claro (BORZANI, 1986).

2.11.1 - Limpeza e classificacio dos grios

A limpeza € geralmente feita usando peneiras, ventiladores ou eletroimis, isclados
ou em conjunto. As peneiras ¢ os ventiladores retiram poeira, pedregulbos, restos de
plantas, insetos, sementes estranhas e quebradas e restos de amimais, engquanto que o
eletroim3 retira residuos metalicos. ApOs a limpeza, classificam-se as sementes por
tamanho, para que haja uma germinacio mais uniforme (BORZANI, 1986).

2.11.2 - Maceracio

Esta tem por finalidade fornecer as sementes o teor de umidade necessério a
germinacdo. O teor de umidade do griio apés § horas de maceragdo € de 31% a 35%,
hecessitando de um tempo adicional de hidratagdo para que atinja niveis entre 45% a 46%
de umidade. A agua utilizada na macerago deve ter caracteristicas definidas de pH ¢
dureza, podendo ser adicionada cal {Ca0Q), para que se atinja a alcalinidade necessaria, e
anti-sépticos, tais como hipoclorito ou o permanganato, para que s¢ja evitada a presenca de
infeccdes (BORZANI et al., 1986).
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A quebra da dorméncia dos griios € notada, quando estes comegam a liberar gas
carbOnico, devido ao aumento da respiragio, 0 que ocorre gradualmente com a hidratagéo
das sementes, isto fornece suprimento de agua 4 aleurona, fazendo com que esta sintetize as
enzimas necessarias 3 germinacdo e facilite o transporte das ultimas através do complexo
rmuiticelular do endosperma. A aleurona aciona todo o sistema enzimatico através da
produgic de giberilinas naturais, cerca de 12 horas apds o inicio da maceracio. Neste
periodo inicial, as reservas de nutrientes do endosperma, representada basicamente pela
sacarose, sfo utilizadas para manter o processo de germinagfio. O embrido germina apds as
enzimas amiloliticas, secretadas pela aleurona, originarem as modificagbes do endosperma.
Este complexo enzimatico age em seqiiéncia para solubilizar e degradar tecidos
multicelurares do endosperma, que inicialmente € rigido ¢ aos poucos vai tornando-se
maledvel devido 2 destruicdo da matriz protéica e dos granulos de amido (SOUZA et al,
2001).

Na inddstria, a maceracdo € feita em tanques, que podem ser de madeira ou ago
inoxidavel, que sdo em geral cilindros de fundo cbnico, com 2 m de altura e didmetro
variado, possuindo ou nio dispositivos para agitacdo ou aerac@io. Estes tanques sfo
alimentados periodicamente com 4gua; neste mesmo periodo € retirada 3 dgna de
maceragio, a qual carrega uma série de extratos dos grios, como agticares, substdncias
nitrogenadas e sais minerais. Apesar desta lixiviacdo, o poder diastdsico do griio aumenta ¢
h4 uma maior solubilizagfio de acidos orginicos. Na fragio constituida por lipideos, ocorre
um decaimento na concentracio de acidos graxos, como o oleico e o linoleico, aumentando
o teor percentual do palmitico (BORZANI et al., 1986).

A utilizagio de acido giberilico e seus sais permite um reforgo & acfo das
giberilinas naturais, de forma que as transformacdes do endosperma iniciam em periodos
menores (de 6 a § horas) que sem este tratamento (18 horas). Normalmente sio utilizadas
concentragbes de acidos giberilicos e seus sais em torno de 0,25 a 1,0 mg/L. pa 4gua de
maceracgio, sendo que os methores resultados foram obtidos ao utilizar 0,25 mg/L por
aspersio, no periodo de germinacio das sementes (BORZANI et al., 1986).
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Embora sejz um processo c¢omum na maltagem, trabalhos recentes tém
demonstrado gue os grios germinados sem maceracio podem alcangar teores de umidade
de 46%, sintetizando niveis 50% mais elevados de amilases. A maceracdio, em alguns
casos, guando o teor de umidade atinge niveis superiores aos limites tolerdveis das
sementes, pode levar a redugio da porcentagem de germina¢iio por indugfio da dorméncia
conhecida como “sensibilidade a agua™ (BORZANI et al., 1986).

2.11.3 - Germinacdo

Ao grio de cereal germinado sob condigdes de maltagem denominamos de malte
“yerde”. A duracfo do processo de germinacio depende da velocidade com gue as enzimas
hidroliticas alteram o endosperma. A faixa de temperatura empregada na germinagfo esta
compreendida entre 5°C a 25°C, com o dStimo em torno dos 15°C. O processo de
germinagio € exotérmico, isto provoca a perda de 2% a 5% de umidade, devido ao calor
liberado no processo de respiratorio. Esta perda deve ser reposta por aspersdo de dgua. A
germinacdo pode ser feita pelo método tradicional ou mecénico (BORZANI et al., 1986).

O método tradicional € feito em pisos de cimento, onde as sementes maceradas sdo
espalhadas em camadas de 8 a 10 cm {(podendo ser maior), constantemente revolvidas e
aspergidas, para se obter uma meihor aeragfo e reduzir as perdas de umidade, das mesmas
(BORZANI, 1986). O tempo para que estas atinjam uma maior atividade enzimdtica, deve
coincidir com o tempo de paralisacfio da germinacfo das sementes, para tanto, este tempo
foi estudado ¢ determinado recentemente para vérias variedades de milho, como sendo de
quatro dias apds a maceracio (SOUZA et al, 2001).

A maltagem mecanica ou pneumatica reduz os custos € 0 espago ocupado,
aumenta a producdo, mas nfo acelera o processo bioguimico e fisiologico de transformacio
do cereal em malte, No mais comum dos processos, chamade de saladin, também
denominado de maltagem em caixas, os grios macerados sdc postos em caixas

retangulares, baixas e longas, onde o ar tmido € introduzido pelas laterais. Hélices verticais
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revolvem lateralmente os grios. Outro processo € o tambor ou Gallard, no qual o cereal
macerado € colocado em longas peneiras cilindricas que giram horizontalmente, enquanto

ar saturado ¢ umidade s3o dirigidos sobre os grios (BORZANI et al., 1986).

2.11.4 - Secagem

E feita para paralisar 2 atividade biolégica da germinacdo, 2 produgfio de enzimas
e as modificagdes do endosperma. O malte “verde” € seco de modo a preservar seu sistema
enzimético, com temperaturas variando entre 20°C a 100°C, de acordo com o tipo de malte

a ser obtido.

Para a obtengic do malte claro, faz-se uma pré - secagem das sementes, onde estas
passam 20 min a temperaturas variando entre 20°C ¢ 70°C, reduzindo sua umidade entre
8% e 12%; depois passam 2 a 3 min entre 70°C e 95°C, reduzindo sua umidade entre 4% e
5%. Este dltimo periodo € chamado de cura. Ja para o malte escuro, o tempo de cura
passard por periodos superiores a 5 min. Estas temperaturas relativamente elevadas para
enzimas fazem com que ocorram perdas na atividade enzimatica do malte. Se o malte for
escuro, as perdas chegam a ficar entre 50% e 60% da atividade da a-amilase e de 70% para
a B-amilase, enquanto que no malte claro as perdas ficam proximas dos 30% da atividade

da B-amilase e quase que msignificantes para a a-amilase (BORZANI et al., 2001).

2.12 — Sacarificaciio ¢ Fermentagiio do Amido

A sacarificac@io do amido pode ser feita através do uso do uso de 4cido cloridrico a
altas temperaturas, porém os produtos formados sdio em sua maioria glicose, possuindo um
colorido excessivo e sdo instaveis. Atualmente este tipo de processo ¢ feito através do uso
de enddgenos de acfo sinérgica, como as enzimas o e - amilases, as quais, de griio moidos
geram ‘produtos aproveitaveis 4 alimentacfio humana; as B- amilases formam maltose ¢

dextrinas limites, enquantd que as o- amilases formam glicoses, maltoses e
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oligossacarideos de baixo peso molecular, todos contendo ligagdes «-1,6. O efeito
sinérgico das duas enzimas gera maltose e glicose em grande porcentagem da massa do
amido, o qual sofre alteracbes bruscas em suas propriedades reoldgicas durante tedo o
processo de sacarificaclo. Como resultado deste processo obtém-se um xarope rico em
maltose e glicose (WISEMAN, 1987).

Nas grandes indGstnas alcodlicas, o amido derivade de milho, bhatata, cevada e
outras fontes naturais ¢ pré-tratado com hidrolases (o ¢ - amilases, e amiloglicosidases),
que conduzem a liquefagdo e sacarificagio deste, antes de ser fermentado a alcool
combustivel ou comestivel, por fermentos ¢ outros mucrorganismos. As enzimas s3o
adicionadas na forma de malte, que possui oulras enzimas além destas, algumas das quais
atacam as ligagles «-1,6 das dextrinas limites. Recentemente estio sendo usados

suplementos de enzimas endégenas bacterianas associadas ao amido (WISEMAN, 1987).

Atualmente, em processos em batelada na America para a producdo de alcool
comestivel, estd sendo apresentado o uso de o~ amilases bacterianas durante o estagio de
cozimento, gelatinizacio ¢ hidrélise parcial do amido gerando como vantagem a reducdo da
viscosidade da mistura, facilitando o processo de mista e agitacdo da mesma.
Subseqiientemente a mistura € refrigerada, adicionando-se mais a- amilases bacterianas
para continuagdo da hidro6lise, a qual € completada apds uma nova redugfio da temperatura
de operagio entre 55-60°C, com a adiciic de amiloglicosidases, as guais sfo estdveis nesta
faixa de temperatura. Em seguida, uma malha de fermento € inoculada, para simultdneo
esgotamento das dextroses em sacarificagdo e fermentacdes continuas, para que depois o
alcool seja finalmente destilado (WISEMAN, 1987).

Em contraste na Alemanha, nos processos em batelada, as «- armilases ndo sdo
adicionadas no estagio de mistura e sim na hidrélise, 2 qual € feita em dois estagios, sendo
o primeiro c¢hamado de liquefacfo a temperaturas relativamente altas (80°C), usando o-

amilases bacterianas, seguido de um abaixamento da temperatura de liquefacio entre 55-
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60°C; para o segundo estagio, utilizando o- amilases filngicas. Para a completa conversio
do amido em etanol, sdo usadas amiloglicosidases de fermento (WISEMAN, 1987).

2.13 -Enzimas

As enzimas sfio proteinas com fungfes cataliticas especificas, que com muita
eficiéncia, catalisam as reagdes quimicas do metabolismo. S3o mediadoras das reagles

guimicas da vida e particularmente de uma tnica reacéo.

A catdlise enziméfica das reagBes ¢ essencial para ¢s seres vivos, pois sob
condicdes bioldgicas reievantes as reagBes nfio catalisadas tendem a serem lentas. As
enzimas facilitam a catdlise de uma determinada reacdo fornecendo ambiente especifico ¢
favordvel a esta reacdo. Isto ocorre devido 2 seletividade decorrente da presenca de sitios
ativos especificos a um unico substrato, nas cavidades de suas estruturas moleculares.
Muitas reagdes comuns, improvaveis nas condigbes do meio ambiente celular, sdo
facilmente realizadas pelas enzimas em meio aquoso extracelular (ou intracelular), como a
formacio de intermedidrios carregados eletricamente ¢ instaveis ou a colisfio de moléculas
com orientacdo precisa; como por exemplo: as reagles necessérias a digestdo de alimentos,
o envio de impulsos elétricos através dos neurOnios para o cérebro, a contragio de

misculos; todos decorrentes da ag8o de enzimas (LEHNINGER, 1995).

2.13.1 — Breve historieo sobre enzimas

A palavra proteina surgiu em 1838, citada por Bezelius, ¢ provém do grego:
Protéicos — aquele que vem primeiro. Estas sfo responsaveis pelas fungdes vitais dos seres
vivos, além de serem seu principal constituinte {cerca de 50% do peso seco das células),
sendo encontradas praticamente em todas as partes das células. Existem muitas espécigs de
proteinas, cada uma com sua fungdo, porém as enzimas destacam-se destas por serem

catalisadoras biologicas especificas, fazendo com que estas sejam alvo de muitas pesquisas.
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A catalise biologica foi descrita no século XIX, onde foi estudada a digestéio de
carne por secregles estomacais (proteases) ¢ a sacarificacio do amdo pela saliva ¢ por
extratos vegetais (amilases). Louis Pasteur concluiu que estas fermentagdes eram
catalisadas por estruturas celulares, as quais posteriormente chamou de enzimas, ¢ que estas
ndc poderiam ser separadas das células, logo a fermentacdo nfo ocorreria sem a presenca
das células. Esta hipéiese prevaleceu funcionando por muitos anos. Em 1897, Eduard
Buchner descobriu que extratos de levedo poderiam fermentar o agiicar a 4dlcool, sem a
presenca de suas células origindrias (leveduras), provando que as enzimas envolvidas na
fermentacgdio continuavam funcionando apos a remogdo das mesmas da estrutura das células
vivas. Desde entdo inimeros estudos vém sendo realizados na {entativa de isolar diferentes
enzimas de diferentes origens e propriedades cataliticas {LEHNINGER, 1995).

Na década de 30, apos a publicacio do Livro “The Enzimes”, por J.B.S. Haldane ¢
alguns trabalhos com obtencdic de cristais de enzimas como a pepsina, tripsina,
quimiotripsina e urease por alguns pesquisadores como J. H. Northrop, M. Kunitz ¢ J. B.
Sumner descobriu-se que as enzimas eram realmente proteinas com atividade catalitica
especifica. Desta década em diante as pesquisas sobre enzimas despontaram como o campo
mais promissor nas areas de bioguimica, biotecnologia, bioengenharia etc. Em pouco tempo
ja se conheciam mais de 1500 enzimas diferentes; atualmente este namero ultrapassa 0s
2000 (HALPERN, 1997).

2.13.2 — Estruturz das enzimas

As enzimas apresentam cadeias lineares de residuos aminodcidos, com cadeias
enroladas irregularmente e estruturas tridimensionais compactas. As cadeias polipeptidicas
originam unidades globulares. Suas organizagdes estruturais sfio muitc complexas e com
varios niveis distintos, de acordo com os estudos da quimica das proteinas, os quais
determinam que as seqli€ncias de residuos de aminoacidos, pertencem ao nivel primario; os

arranjos ordenados de cadeias polipeptidicas {estruturas em hélices a ou B), estiio no nivel
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secundario; o dominio topolégico adotado pela cadeia, como sendo o nivel terciario e os
arranjos tridimensionais das diferentes subunidades polipeptidicas, fazem parte do nivel
quaternario (DEVELIN, 1997; HALPERN, 1997, MONTGOMERY, 1996; VOET &
VOET, 1995).

Como as malorias das enzimas sfo constituidas de cadeias peptidicas, enlagadas
umas as outras em uma disposicio esferoidal (sub-unidades), podemos classifica-las desta
maneira, como: oligbmeros, se suas sub-unidades forem iguais (protomeros) ou de
complexo multienzimético, se forem constituidas de sub-unidades diferentes. As enzimas
oligbmeras apresentam uma das sub-unidades com fungfio catalitica e outra como
reguladora; j4 os complexos multienziméticos apresentam, em geral, atividades cataliticas
distintas para suas diferentes sub-unidades (DEVELIN, 1997, HALPERN, 1997;
MONTGOMERY, 1996; VOET & VOET, 1995).

A forma de arranjo estrutural das enzimas ¢ influenciada pelas interagSes proteina/
protefna, as quais formam em sua superficie dreas de reconhecimento que permitem a
agregacdo de outras substincias (“Clusters™). As superficies de contato das enzimas
possuem uma conformacfio estrutural que permite a transmissdo de “mensagens™ por
alteragdes conformacionais (através de impulsos eletrénicos), definindo o mais provavel
principic da atividade complexadora das enzimas e as interagBes entres as suas sub-
unidades oligoméricas ou em uma proteina monomérica (DEVELIN, 1997, HALPERN,
1997, MONTGOMERY, 1996; VOET & VOET, 1995).

2.13 .3 — Classifica¢io e nomenclatura das enzimas

Como ja foi visto anteriormente, apds a descoberta da verdadeira estrutura
funcional das enzimas, houve um rdpido crescimento da enzimologia, principalmente com a
descoberta de novas enzimas e isto gerou uma dificuldade em sua terminologia. A auséncia
de regras de nomenclatura enzimdtica levou ao aparecimento de situacdes absurdas, como:

uma mesma enzima apresentar varios nomes, ou enzimas diferentes apresentarem um
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mesmo nome. Sendo assim, em 19535, a Assembléia Geral da Unifio Internacional de
Bioguimica, na cidade de Bruxelas, decidiu constituir a comissio internacional sobre
enzimas, que criou um codigo de regras sisteméticas que servem de guia para a
nomenclatura enzimdatica, Este cédigo de regras foil terminado em 1978 e recebeu o nome
de Recomendacbes do Comité de Nomenclatura da Unifio Internacional de Bioquimica
(HALPERN, 1997}.

Esta comiss#o definiu que os nomes sistematicos das enzimas deverdio obedecer as
regras definidas que descrevem tanto quanio seja possivel a catdlise da enzima, para que
ndc haja confusdo com outras enzimas. Também ficou definido o uso de alguns nomes
triviais para algumas enzimas comumente conhecidas. As regras se baseiam nos principios

descritos abaixo:

O primeiro principio geral diz que os nomes das enzimas, em particular as
terminadas em ase, s6 sdo aplicados a enzimas individualizadas, isto €, entidades analiticas,
ndo podendo ser utilizados para sistemas com mais de uma enzima. Quando se deseja
nomear um conjunto de enzimas, utiliza-se a designacdo sistema e usa-se como
complemento a reagfio catalitica giobal das mesmas. Levando em consideragio, como
exemplo, a reacdio de oxidacZo do succinato, logo ao conjunto de enzimas que fazem parte

da catalise desta reacfo deverdo ser chamados de sistema succinato oxidase, onde o

primeiro clemento representa ¢ conjunto de enzimas ¢ o segundo € terceiro termos
representam a reagé@o global que estas enzimas catalisam acrescido do sufixo ase (DIXON

& WEBB, 1967; HALPERN, 1997; RICARDO & TEIXEIRA, 1983).

O segundo principio geral € o da classificaciio e designacfio das enzimas. Este diz
que as enzimas nio podem ser classificadas pela sua massa molar, sua estrutura, sua origem
ou seu co-fator associado, e sim que, sua classificagdio depende tnica e exclusivamente do
tipo de reagdo que estas catalisam. Tomemos como exemplo a enzima o-amilase, que pela
nomenclatura da TUPAC assume: EC 3.2.1.1 a-1,4-glicano 4-glicanohidroxilase, a qual

indica que esta hidrolisa ligacSes a-1.4 de um dos polimeros de glicose mais conhecidos, o
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amido. Outra enzima a 3.2.1.4 B-1.4-glicano 4-glicanohidrolase, ou celulase, também
catalisa a hidrélise de um polimero de glicose muito comum ¢ abundante na Terra, a
celulose, s& que atuza sobre as ligaghes B-1.4 (DIXON & WEBB, 1967; HALPERN, 1997;
RICARDO & TEIXEIRA, 1983).

O terceiro principio geral se baseia na divis3io das enzimas em grupos segundo o
tipo de reagdio que estas catalisam, sem se importar com o sentido da reago. Estes fatos,
em conjunto com ofs) nome(s) do(s) reagente(s) darfio base para a classificagio,
nomenclatura e nimero de codigo a serem atribuidos as enzimas (DIXON & WEBB, 1967;
HALPERN, 1997; RICARDO & TEIXEIRA, 1983).

A JTUPAC (“International Union Pure Aplicate Chemistry™) estabeleceu a divisio
dos grupos de enzimas por suas reaches globais, em seis grandes classes de enzimas
numeradas de 1 a 6, estas classes foram divididas em sub-classes e estas ainda apresentam

divisbes internas também em subclasses (as sub-sub-classes).

A designacfio sistemética das enzimas em um texto, quando esta for mencionada
pela primeira vez, deve ser precedida do seu devido ndmero de codigo, bem como da sua

origenL.

Basicamente a regra da JUPAC se resume em (HALPERN, 1997; RICARDO &
TEIXEIRA, 1983):

a. Todo nimero de codige ¢ antecedido da abreviacio EC (“Enzyme
Commission™);
b. A parte numérica € composta por quatro elementos, onde:

® O primeiro nimero indica a classe de reac@io catalitica 4 qual a enzima

pertence,;
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® O segundo e ¢ terceiro niimeros referem-se 3s suas sub-classe e sub-sub-

classe, respectivamente;

e O quarto nlimero representa ¢ numero de séne da enzima na respectiva
sub-sub-classe.

Exemplo: A enzima alcool desidrogenase, tem como designacfio sistematica: EC
1.1.1.1 alcool NADY oxiredutase, devido a esta ser uma oxiredutase (classe 1), atuar sobre o
grupo &lcool (sub-classe 1), ter 0 NAD" como aceitador de equivalentes redutores {sub-sub-

classe 1) e seu niimero de série na sub-sub-classe ser 1.

Abaixo temos as classes de reagles enzimaticas e suas devidas sub-classes,
segundo a IUPAC.

1.  OXIREDUTASES:

Todas as enzimas pertencentes a esta classe catalisam reacdes de oxiredugio entre

dois substratos. Sua reagfo global ¢ dada por:

S]f&d +  Sox —»  Sox + Sored

Suas sub-classes sfio divididas conforme os grupos catalisados por estas enzimas.
1. CH-OH;
Ex: Tendo o NAD ou NADP como aceptor de elétrons (sub-sub-¢classe 1).

EC 1.1.1.1 Alcool: NADP oxiredutase, que também ¢ chamada de alcool
deidrogenase (diferenciando da citada anteriormente por nfio possuir ¢ fon Zn~ em sua
estrutura).

2. Aldeidos e Cetonas;
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Ex: Tendo o citocromo como aceptor de elétrons (sub-sub-classe 2).

EC 1.2.1.1 formiato: crtocromo b; oxiredutase, ou como € mais conhecida:

formiato deidrogenase.
3. CH-CH
Ex: Com outros aceptores de elétrons (sub-sub-classe 99).

EC 1.3.99.1 Succinato: {(aceptor) Oxidoredutase, ou frivialmente como succinato

deidrogenase.
4. CH-CNH;.
Ex: Com o O, como aceptor elétrons (sub-sub-classe 3).

EC 1.4.3.1 D-aspartato: O, oxiredutase, sendo seu mome trivial dado por D-
aspartato oxidase.

5. CH —NH;

Ex: EC 1.5.3.1 Sarcosina: O oxiredutase, ou simplesmente sarcosina oxiredutase.
6. NADH ou NADPH;

Ex: Tendo a quinina como grupo aceptor {sub-sub-classe 5).

NAD(P)H;: quinina oxiredutase, ou entio, quinina redutase.

7. Compostos outros compostos nitrogenados;

Ex: EC 1.7.99.a Oxido nitrico: (aceptor) oxidoredutase, e trivialmente seu nome &

4xido nitrico redutase.
8.  Grupos Sulfurados;
Ex: Com um grupo nitrogenado como aceptor (sub-sub-classe 6).

EC 1.8.6.1 Glutato: poliolnitrato oxiredutase, ou simplesmente, nitrato éster
redutase.

9.  Grupos Heme;
10. Grupos difendlicos;

1} HzOz;
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12. Hx

13. Doadores simples com Introducdc de Os;

14, Pares de doadores de elétrons com introducdo de Oy
15. Radicais super — oxidos;

16. Oxidam jons metélicos;

17. —-CHy—;

18. Ferroxina reduzida;

19. Flavoxina reduzida;

20. Todos os outros grupos ndo citados anteriormente.

2. TRANSFERASES:

Nesta classe estdo todas as enzimas que catalisam a transferéncia de grupos
funcionais entre doadores € receptores destes grupos. A reacdio global desta classe € dada

por:

Suas sub-classes est@o dividas conforme o tipo de grupos que estas transferem:
1.  Grupos de carbono;
Ex; Com transferéncia de radical meti] (sub-sub-classe 1).

EC 2.1.1.2 S-adenosilmetionina: guanidinoacetato N-matiliransferase, ou pela
nomenclatura trivial, guanidinoacetato metiltransferase.

2. Residuos de aldeido ou cetona;

3. Grupos acilos
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4.  Grupos glicosilos

5.  Grupos alqulos ou arilos
6.  Grupos azolos

7.  Grupos fosfatos

8.  Grupos contendo enxofre.

3. HIDROLASES:

Esta classe € composta com todas as enzimas que hidrolisam os substratos, ou seja,
catalisam a cisfo de ligacBes entre moléculas fixando em um dos ramos o radical -OH ¢ no

outro o radical -H. Basicamente sua reacfio global segue o modelo abaixo:

R-R" + O-OH — R-H + R-OH

Suas sub-classes estio divididas conforme os grupos que estas enzimas hidrolisam.
1.  Grupos ésteres

2. Ligacgdes glicosidicas

3. Grupos éteres

4. Grupos peptidicos

5. C-~N

6. Anidrido de acidos

7. C-C
3. Haletos
9 P-N

10. S-N
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11. C-P

4. LIASES:

As enzimas que pertencem a esta classe catalisam reacBes que acrescentam ou
removam ligacdes duplas em seus substratos. Sua reago global pode ser simplificada como

sendo:

R=R" -—>» R-FR

Suas sub-classes estdo divididas conforme o grupe em que estas enzimas atuam.

1. C-GC;
2. €C-0;
3. C-N;
4, C-5;
5. C - haleto;
6. P-o0;

7.  Demais ligacGes;

5. ISOMERASES:

As enzimas participantes desta classe catalisam rea¢des de rearranjos moleculares,

formando isOmeros.

Suas sub-classes sfo as seguintes:

1. Racemases e isomerases;
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2.  Isomeracdes cis — frans;

3.  Oxi - reducdo intramolecular
4. Transferéncias intramolécular;
5. Liases intramolecular;

6. {Outras isomerases.

6. LIGASES:

Estas enzimas catalisam a condensac@io de duas moléculas, onde a energia

necessaria para a reacfio € guase sempre fornecida pala hidrélise do ATP.

Suas sub-classes estio divididas em:

1. C-0
2. C-§;
3. C—N:
4. C-C

5.  Esteres fosforicos.

2.14 — Cinetica Enzimitica

E o estudo do caminho mais provavel para se definir a equagio da taxa da reagiio

de um sistema reacional catalisado por enzimas.

Para que seja possivel a compreenso deste estudo consideremos ¢ caso mais
simples onde o substrato (8) ¢ transformado no produto (P) em uma reacfo catalisada por

uma enzima (E). Com as condigBes experimentais do meio reacional em estudo pré-



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica 52

definidas (pressdo, temperatura, pH, concentracdes inicial de substrato e de enzimas, etc).
Agora suporemos que seja possivel medir a concentragiio do substrato (ou do produto) com
o decorrer do tempo, a partir do instante em que esta teve inicio. Estas medidas nos levariio
a uma curva do tipo mostrada na Figura 2.11, a qual traduz & variacfio da velocidade de
reacdc com o consumo de substrato (formacdo do produto) com o tempo. Na realidade o
Gnico instante em gque conbecemos com certeza a conceniracfie do substrato € o tempo
inicial, por isto as velocidades de reaches enzimaticas sfo calculadas nos instantes iniciais.
E comum indicar a velocidade inicial (¥}), numericamente igual 4 tangente 4 curva de

formacao do produto com o fempo {(HALPERN, 1997; PETER et al.; 1987; RICARDO &
TEIXEIRA, 1983).

2%

{

]

i
KEm

i8]

Figura 2.11 — Curva de desenvolvimento cinético de um sistema reacional

enzimatico.

Os primeiros estudos comprovaram que a velocidade de reagdo enzimdtica €
proporcional & concentragiio de enzimas (¥, o« [E]) ¢ que esta velocidade possui uma

dependéncia hiperbélica com a concentracio do substrato.

Para baixas concentracSes de substrate, a velocidade é aproximadamente
proporcional 3 sua concentragdo (o que indica uma reacio de primeira ordemn em relagdo ao

substrato), porém para altas concentragdes do substrato, a velocidade tende para um valor
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assintético, designado pela velocidade maxima (Vig), onde Vp € tido como constante em
relacio a concentragéo do substrato (reagio de ordem zero) (FRIEDMAN, 1994; PETER, et
al., 1987; RICARDO & TEIXEIRA, 1983).

No micic do século XX, trabalhos realizados por Henri e posteriormente por

Leonor Michaelis e Maud Menten levaram & formulacfo da Teoria do mecanismo de reaciio

enzimdtica mais conhecida até o presente momento; a gual segue os seguintes passos:

° Em reaglo rapida, enzima e substrato formam o complexo denominado de

enzima—substrato (ES).

enzima.

s Em reaclic lenta, o complexo enzima-substrato forma o produto ¢ liberta a

E esta reaclio € represeniada pela equacio seguinte:

Ky

N
E+S «— "ES—8 sE4+p

gy

Figura 2.12 — Esquema de uma reacdo enzimatica global, simples.

Onde: &;, &, e k2 sfo constantes cinéticas.

Como notacéio tomamos [E], {S] e [ES], como as respectivas concentracdes de E,

de S e de ES. Se admitirmos que o sistema reacional esta em equilibrio, podemos definir

Ks, como sendo a constante de dissociagio do complexo ES, dada por:

_k, _[E]IS]
K, = T (2.39)
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Esta suposicdo € conhecida como hipodtese de equilibrio ¢ s6 € valida quando %,
>>> ks, ou seja, ndo foi levada em consideragio a complexacio da enzima com o produto
para retornar ao complexo enzima substrato (E + P em ES) para determinagio da
velocidade inicial (33), 38 que [P] =0 (VOET & VOET, 1993).

Em 1925, Briggs e Haldane propuseram uma hipétese de equilibrio rdpido, onde as
constantes &.; € &; sdo aproximadamente iguais. Estes cientistas verificaram que fazendo-se
medidas em pequenos intervalos de tempo, onde a variagiio da concentracdo do complexo
ES ¢é tdo pequena que pode ser considerada constante; desta maneira eles conseguiram
observar um estado estacionario (ou pseudo-estaciondrio) para ES. Para que isto ocorra é
necessario que a concentraclio do substrato seja muito superior 3 de enzimas, o gue
acontece na maioria dos sistemas in vifro. Desta forma, de acordo com a definiciio de
velocidade de reaglo, temos (FRIEDMAN, 1994; HALPERN, 1997; VOET & VOET,
1995):

4[]

V=
° &

=k, [ES] (2.40)

Como € muito dificil medir [ES], logo esta grandeza serd substituida, para isto
consideraremos a hipdtese de estado estaciondrio e igualaremos as duas equacgles de
velocidade (de formacgfio e decomposicdo do complexo ES), como descrito abaixo (PETER
et al., 1987; RICARDO & TEIXEIRA, 1983; VOET & VOET, 1995):

Vs =k [E][S] (2.41)

V oo =k |ES]+ &,[ES] (2.42)

i [ES1=k_[ES]+k,[ES] (2.43)
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Come no meio reacional a enzima se encontra na forma livre (E) e na forma

complexada (ES), logo a concentracfo de enzimas total {Ep) pode escrita como:
[E], =[E1+[ES] (2449 ou [E]={E], —~{ES] (2.44.b)

E assim por substituicfio da equacio 2.44 na equagfo 2.43, obtém-se:

£LIs
[ES]= 7 J;OZ +][S] (2.45)
k

t

Fazendo-se as seguintes consideracdes:

k., +k
Ve = kol Eg (2.46) e K== 247
1
Obteremos assim, a equacdo de Michaelis — Menten, dada por:
_ VaulS] .
°“K_+[5] (2.48)

Na equacdo 2.48, 1, € a velocidade maxima da reagio e K, é a constante de
Michaelis-Menten. Quando observamos um estado de equilibric rapido (k,>>k»),
constatamos que a constante de Michaelis-Menten se aproxima da constante de dissociacio
do complexo enzima-substrato (HALPERN, 1997; PETER et al, 1987; RICARDO &
TEIXEIRA, 1983; VOET & VOET, 1995):
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”n

k
k!

A equacfo 2.48 também comprova a variagio hiperbélica de ¥ com [S]. Vejamos

um estudo de dois casos abaixo, os quais apresentam limites de concentracio de substrato.

i) Para baixas concentragdes de substrato ([S] << K.); pode-se adotar uma
forma simplificada da equagfio 2.48, dada abaixo:

vV iS]
V, -2
0¥ T {2.50)

ii)  Para altas concentracdes de substrato ([S] >> K,); a equacdo 2.48 toma a
forma da equagdo 2.46, jd que Vyp ~ Van, 0 que esta de acordo com as observacdes ja

mencionadas para os extremos cinéticos de ordem zero ¢ ordem um, em relagdo ao

substrato [S] (HALPERN, 1997; PETER et al, 1987; RICARDO & TEIXEIRA, 1983,
VOET & VOET, 1995).

Para que seja entendido o significado de V. e K, serfo feitas as seguintes

iguaildades:

Vo =k,[EST= [ EL Y (2.51)

Esta equacfo indica que a velocidade méxima se observa quando todas as enzimas
estdo na forma complexada, ES, ou seja, todas as enzimas estdo saturadas de substrato.

Agora, ao fazermos [S] = K, e substituindo na equagfo 2.48, obteremos:
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VG e T (2.52)

Através desta expressio podemos concluir que o £, corresponde & concentracio
do substrato onde se observa que a reaco alcangou um valor médic da velocidade méaxima

e a congentracio de enzimas estd 50% saturada.

QOutro mecanismo possivel € se considerarmos que o produto ¢ transformado a
partir do complexo enzima-substrato (ES), ou seja, ha mais um reagente no meio, o qual é
denominado de compiexo enzima-produto (EP). Ao se considerar que o passo limitante,
agora, ¢ a Diberagdo do produto do centro ativo da enzima entfo, a0 se levar em
consideracdo as condigbes da hipétese de Michaelis-Menten; de estado estacionério para

EP. A Figura 2.13 representa a equagfio global de reacfio descrita pelo mecanismo acima.

E+S ES EP—5 sFE+pP

Figura 2.13 — Esquema de uma reagfo enzimatica com formacio do complexo

enzima-produto.

Sendo assim, tem-se que:

[EP]=K,[ES] (2.53)

[E]LS]
K

)

[ES]= (2.54)
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[£], =[E]+[ES]+[EP] (2.55)

Desta forma: V, =k, EP] {2.56)
UJm rearranjo na eguagfo 2.55 levard a:

[E1=[E], ~[ES]-[£P] (2.55.2)
Pela substituicio desta na equag8o 2.54, se obténm:

K
2 [EL(S]
[EP)=—2—— @.57)

= +[S
1+ K, 5]

E a partir desta, substituida na equacg8o 2.56, chega-s¢ finalmente a:

K.k,
}_; kJ [£],15]
v, = Kz (2.58.a)
1+X, +18]
Qu ainda:
V, = ko [E][S] (2.58.b)

K, +[8]
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Onde: k.o € uma constante catalitica chamada de “turnover number™ € V., agora,
dependerd da constante de equilibrio, e k., representa o nimero maximo de moléculas de

substrato convertidas por unidade de tempo por moléculas de enzimas, sua umdade € ¢

.. V. . - o
reciproco do tempo, j& quek,, = [g; (2.59) refere-se entdo a condigdo de saturaco.
]

Para o mecanisme de Michaelis-Menten, k., = Ay, isto significa que ¢la é a
constante da reagfio de primeira ordem da conversdo do complexo ES para o complexo EP.
A razio k.. Km é um bom indicador da eficiéncia catalitica da enzima, e € evidenciada
guando [S] é muito baixa, ou seja, a concentracio de enzima livre ({£]) € praticamente igual

a de enzima total ([Fly), e assim a equacdo da velocidade se reduz a:

Feal Bl 5]
K

m

= (2.60)

Sendo assim, ../ K € uma constante de segunda ordem aparente da reacdo ein;cr-:é
E e S, e sua relacio ¢ dada por (HALPERN, 1997; RICARDO & TEIXEIRA, 1983; VOET
& VOET, 1995):

k., k  kk

XK, K, k+k

m m

(2.61)
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2.14.1 - Método para determinacio da velocidade mdxima e a constante de
Michaelis-Menten

1- Como a representacfio grafica da equagfo 2.48 € hiperbélica, o valor de ¥, nio
pode ser obtido exatamente, pois este se forna assintético. Contudo, ao se linearizar a

expressio de Michaelis-Menten em funcio de 1/¥; e 1/5], chegaremos a:

K, 1

1 1 .
_=w+ ——
Vo Vae Vs IS

max

(2.62)

Esta expresséio € chamada de equagfo de Lineweaver-Burk, que € uma relacio
linear onde 1/Vuax € 0 seu coeficiente linear € K, Vinex € 0 seu coeficiente angular. Ao tocar
no eixo das abscissas, esta reta fornece o valor — 1/K,, (reciproco negativo da constante de
Michaelis-Menten), como se observa na Figura 2.14, que € uma representagio esquematica
da linearizagéio desta equacio (FRIEDMAN, 1994; HALPERN, 1997, MORRIS, 1979;
PETER, etal, 1987; RICARDO & TEIXEIRA, 1983; VOET & VOET, 1995).

1Vo Km/¥max

i 148}

Figura 2.14 — Representacfio grafica da equaciic de Michaclis-Menten linearizada
por Lineweaver-Burk (MORRIS, 1979).
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Existem outros métodos de linearizaco da equacio de Michaelis-Menten, como a
representagio grafica de [S]/V, em fungdo de [S], de Hanes-Woolf, a de Eadie-Hofstee que
sugere ¥ em fungdo de Vy/[S], além de um menos popular, porém eficaz, que € o método
de Eisenthal cornish-Bowden. Este ultimo método reescreve a equagSio de Michaelis-
Menten considerando pares de valores experimentais de ¥y e de [S] como constantes € Vi
e K, como varidveis. A equagfo de Michaelis-Menten modificada € expressas abaixo
{(MORRIS, 1979; RICARDO & TEIXEIRA, 1983; VOET & VOET, 1995).

VOKm
{57

Vo =Vy+ - (2.63)

Esta equacfo define uma reta de declive ¥ / [S], interceptando o eixo das
abscissas em ~[5] ¢ o das ordenadas em V). Naturalmente, um segundo par de valores
experimentais ¥p € {S] definem uma outra reta, que cruza a anterior em um dnico ponto.
Esta intersec¢fo define o valor de K, € Ve que satisfazem, simultaneamente, as duas
equacdes. Todos estes pontos gerados pelas retas em Vp e {S] darfio a curva de cinética
enzimdtica, como estd mostrado na Figura 2.15.

a~

Ymax

A e

|
SR
Py
| |
T ! E
IS ISK ISP -BR -1 I SR SBSK 5B [5]

Figura 2.15 — Representacfic grafica do método de linearizagio da equacio de
Michaelis-Menten por Eisenthal Cornish-Bowden.
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2.14.2 — Fatores gue afetam a velocidade de reacfio enzimatica

2.14.2.1 — Efeito do pH

A maijoria das enzimas ¢ bastante sensivel 2 alteracio de pH do meio; pois é muito
comum a elas apresentarem um certo valor de faixa de pH 6timo 2 sua atividade, o que faz
com que decresca a velocidade de reacfo enzimédtica, quando o valor de pH foge da faixa
otima. O efeito do pH sobre as enzimas da-se de vérias maneiras, serfio citadas as mais

comuns:

i - Como H algumas vezes € o substratc ou o produio da reagfio biologica,
particularmente em reagdes de hidrdlise € de oxi-redugfio, sendo assim, a sua concentracio

sera alterada com o tempo, podendo deslocar o equilibrio da reagfio para um dos lados.

ii- Quando o centro ativo da enzima inclui aminoécidos ionizaveis (His, Lys,
Asp, etc) a sua atividade exigird que estes se apresentem em uma das formas protonizadas

definidas, 0 que sO € possivel em um determinado pH.

iii - A ligacio de prétons ou ions a aminodcidos que nio fazem parte do centro
ativo, induzem a enzima a uma nova conformacio estrutural, o que altera a afinidade entre

as enzimas e o substrato.

iv - Em valores de pH extremos as repulsdes eletrostiticas introduzidas na
estrutura tridimensional da enzima podem levar a uma desnaturagic e consegliente
desativagio da mesma (HALPER, 1997; MORRIS, 1979, PETER et al., 1987; RICARDOC
& TEIXEIRA, 1983).

Abaixo serd estudada a influéncia do pH segundo Michaelis-Menten; considerando
as mesmas condicdes das analises de cinética enzimdtica a temperatura e pressdo,
constantes. Para isto, serfio introduzidas novas variaveis E*, E7, ES” ¢ ES’, como sendo as
formas de apresentagfo das enzimas e dos complexos enzimas-substrato, em estados de
ionizacdo positivo e negativo € H' que ¢ a representacio conhecida a todos do ion
hidrogénio, além de suas devidas concentracdes que serdo identificadas pelas

representacdes entre barras.
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E- ES -
K., N B K, H"

E + §  E —%2sF 1+ P
K., ™ H" Kp, ™ H”

E* ES*

Figura 2.16 — Esquema representativo da interferéncia do pH em uma reacgdo

enzimatica.

Por conclusfes Obvias, obteremos as seguintes expresses:

s = %’%ﬂ (2.65)
Key = LI%]E%Q (2.66)
Kes =% (2.67)

Admitindo [Ele; € [ES)sc, como sendo as representacdes do total de enzimas na

formas livres € complexadas teremos:
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[E], =[ES] +1E], (2.68)
[El,, =[E"|+[E7]+]E] (2.69)
[EST, =[EST ]+ [EST1+[ES] .70

A equacéo para o total de enzimas livres € obtido apés a substituicio das equacdes
2.64 ¢ 2.66 em 2.69, bem como para a equacio do total de enzimas-subsiraio; como se vé

abaixo:

[E =l {Ur [H*]) [Elf, (2.71.a)
[H™] Ky
[ES]oc [ES{ Ko +1+ {H,,J [ESTS, (2.71.)

Onde: fi e f; sdo fatores resultantes da interferéncia do pH sobre a catdlise

enzimatica, dados por:
[H*] K.,
= +1+
A ( X, T (2.72)

[A7] Kesy
7 { +1+—= J 2.73
Ky [H] 73
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Considerando o estado estaciondrio em ES teremos:

ﬂgﬂx kENS]- (k_, + k,)[ES]=0 (2.74.3)

_ Gk +k)IES]_  [ES]

m 2.74b
=) (51 (2.745)
Por uma andlise idéntica as anteriores, ter-se-do:
SLES]
E}, =K, —— 2.75
[ }O‘L [ S] ( )
[E],=lES] K -"”i*-+f (2.76)

Pela substrtuicio da equagio 2.74 na equag8o 2.40, levard a seguinte expressio da

equagdo cinética por Michaelis-Menten para o efeito do pH sobre a reagfo enzimadtica.

k,[E],
A
‘Km fgj + fz

Vo= (2.77.2)

Por um rearranjo, chega-se &:
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s klELIS]
o = (2.77.6)

K ?+[S]

2

Fazendo Vipe: = Ve /2 € K'm = Kn {(fi /f2) & equaglo 2.77b assume a forma
definitiva com o mesmo comportamento das anteriores, expressa abaixo {PETER, et al,
1987; RICARDO & TEIXEIRA, 1983; VOET & VOET, 1995):

VoS

X +[5] (2.77.¢)

o

2.14.2.2 - Efeito da temperatura

Dentro de um intervalo relativamente pequeno de temperatura a velocidade de
uma reacdo catalisada por uma enzima, comumente, aumenta no inicio e depois diminui; &
medida que a temperatura ¢ elevada faz parecer que existe um o6timo de temperatura no
qual a enzima ¢ mais ativa. A Figura 2.17 mostra ¢ efeito da temperatura sobre a velocidade

de catdlise de uma enzima. Este comportamento é resultante de dois eventos simultdneos:

1y  Um aumento verdadeiro na veioc;dade da reag:ae caiahsada, decorrente do

aumento cia"f.emperatura . N

u) Uma queda na atividade enzimatica progressiva, decorrente da desnaturacio
das enzimas devido ao aumento da temperatura {(MORRIS, 1979; RICARDO &
TEIXEIRA, 1983; VOET & VOET, 1995). AR
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Yo

18 28 30 a2 50 so TEO)

Figura 2.17 — Representacio grafica do efeito da temperatura sobre a atividade

enzimatica de uma enzima.

Na realidade as enzimas, mesmo a qualquer temperatura, tenderfio a diminuir sua
atividade com o tempo, devido & ocorréncia de desnaturacio parcial destas com o decorrer
do tempo. Desta forma, a temperatura “ativa” de uma enzima € um termo sem significado,
desde que nfo sejam mencionados o tempo de exposicdo, o pH e a forga i0nica do meio
(HALPERN, 1997; MORRIS, 1979; RICARDO & TEIXEIRA, 1983; VOET & VOFET,
1995},

O aumento da temperatura acelera a velocidade de reacfio enzimiética, devido ao
aumento da energia térmica das moléculas facilitar a ultrapassagem da barreira de energia
de ativagio, acelerando a reacéio (Teoria dos Estados de Transi¢do). O efeito da temperatura

sobre a velocidade de uma reagio enzimética pode ser estudado pela equagio de Arrhenius:

~E

K= Zpkt (2.78)

Onde: Z € a constante de Arrhenius, a2 qual por comparagio com a Teoria das
ColisBes, pode ser expressa pof:
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M,+M
Z=n,n,0., \f&zR _,,MJ (2.79)

M, M,

Aplicando-se o logaritmo mnatural 4 equagio 2.78 e considerando-se duas

temperaturas diferentes (77 e 73), obtém-se:

Eax (Tz - T;)
mRTﬂ (2.80)

InkK,~InkK, =
Sendo E, 2 energia de ativag8o, a qual pode ser determinada experimentalmente
construindo-se o grafico de nK contra I/T, ji que sua inclinac@o é __.E% e Réuma

constante de valor conhecido e tabelado (HALPERN, 1997; MORRIS, 1979; RICARDO &
TEIXEIRA, 1983; VOET & VOET, 1995).

Observando © mecanismo simples proposto para um processo enzimatico
irreversivel de um Gnico substrato, tem-se gue as magnitudes das constantes de velocidade

sofrerdo uma variacfio decorrente da alteracio da temperatura, pois:

V. k k T —
InV, - n[ﬂe]:m[“_zz__)zﬁtm{ 2 T;} .81
nV,., kylE], ky RTT,

Onde: K; € a constante de equilibrio da reacfio e £ € a constante cinética de

formacio do produto, 7; € a temperatura absoluta (em Kelvin), Vi € a velocidade
maxima, todas estas varidveis dependem das condicdes da reacdo i (FRIEDMAN, 1994
MORRIS, 1979; HALPERN, 1997; RICARDO & TEIXEIRA, 1983).
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Isto quer dizer que uma alterac3o na temperatura, leva a uma mudanca no valor de
K, (k.;/k)), mudando assim, as concentragdes de ES no estado estacionéario, além de mudar a
velocidade de decomposigio de ES, provocando a variac3o de k. A Figura 2.18 demonstra

uma forma pratica de determinacgfic da energia de ativacfio de uma determinada reacfio.

logVimex

(E-1

Figura 2.18 — Metodologia grafica para a determinacio da energia de ativacio de
uma reagfo catalisada por enzimas, seguindo o método de Arrhenius.

A seguir, na Figura 2.19 esta representado o diagrama de epergias de um sistema

reacionario catalisado e ndo catalisado por enzimas.

s B e G
£ / \ o
2 / N o
E s \ Icém

S e “\:QI;;'

Coeordenada rearianal

Figura 2.19 — Diagrama de uma reagio catalisada (AG catalitico)e nfio catalisada

{AG niio catalitico) por enzimas, onde S* representa o complexo ativado,
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2.14.2.3 — Efeito de ac¢io de inibidores

Os inibidores sio substincias que quando postas no meio reacional junto com as
enzimas, ligam-se aos centros ativos destas, fazendo com que haja uma queda na atividade
enzimatica, diminuindo assim a velocidade de reagdo. Muitos inibidores apresentam
estruturas semelhantes 3 do substrato ou do produto, fazendo com que as enzimas
confundam suas estruturas, € ao se ligarem 4s mesmas, provocam a inativacdo dos sitios

ativos. A inibic8io pode ser competitiva, nfo competitiva e mista (HALPERN, 1997).
® A Inibicio Competitiva

Neste tipo de inibicdo a ligagdo do inibidor com a enzima, nfo leva a formacio do
produto. Estes imbidores, geralmente, sfo entidades que se ligam ao centro ativo das
enzimas impossibilitando a ligagdo da enzima com o substrato. Estes possuem estruturas
semelhantes a do substrato ou do produto da reacdo, resultando assim, em afinidade pelos
cenfros ativos da enzima Os inibidores sfo utilizados para estudar a estrutura
tridimensional do complexo enzima-substrato (inibidor) € ¢ mecanismo reacional. Possuem
ainda aplicagbes nas industrias farmacéuticas, alimenticias, além de outras industrias
biotecnologicas. A lavantina, por exemplo, ¢ um farmaco utilizado na reducio o nivel de
colesterol no plasma sangiiineo € a sua acfo baseia-se na inibi¢do competitiva da enzima

que atua na sintese de colesterol no figado (HMg-CoA redutase) ( HALPERN, 1997).

A analise reacional da inibicdo competitiva pode ser observada no esquema de
Michaelis-Menten, onde se supde que a enzima livre (E), o inibidor (I) ¢ complexo enzima-
inibidor (EI) estdo sempre em equilibrio, ¢ ao aplicar-se a hipdtese de estado estaciondrio
sobre complexo enzima-substrato (ES) observa-se as reacdes apreseniadas na Figura 2.20
{HALPERN, 1997; MORRIS, 1979; PETER, et al., 1987; RICARDO & TEIXEIRA, 1983;
VOET & VOET, 1995):
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I Eil+8—>Ndo reagem

[

Figura 2.20 — Esquema demonstrativo da agfio de inibidores competitivos sobre

uma reagdo enzimatica.

A partir da reag8o global e considerando-se as mesmas suposi¢Ses anieriores € gue

K; = ky/k, pode-se chegar s seguintes equagdes:

_LE)] _IEIK,
K, “TER (2.83.2) ou [£] % (2.83.b)
k_ +k,
~———[ES]
ok _ K,lES]
[E]= 5] (243.2) ou [E]= 5] (2.43.b)
[E], =1E]+ES]+{E]] (2.84)
Com a substituicio da equacfio 2.83.b na equagéo 2.43.b, obtém-se:
K, [ES]/]
Elj=—m—22
[B]] K,[81 (2.85)

| UNICAMP
IBIBLICTECA CENTRAL
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Pela substituicdo desta equagdo e da equacfio 2.43.b, na 2.84, chega-se a:

KolES], per , Ko LESIT] 550

Fi o=
Bl = X, 5]

{u ainda:
o
E], =[ES]1+
[£], =] 5{ ([S] I! (2.86.b)

Um rearranjo da equacdic acima em funcdo de ES leva a express#o abaixo:

[£]15] (2.86.)

K}

E por fim, a substituigio da equacio 2.86.c na equacio 2.40, chega-se & expressio
que define a taxa da reaglio enzimdtica com inibic#o, ou simplesmente: equagio da inibi¢o

competitiva.

__ K[E]L[S]
K{z;{ [1}] 18]

!

(2.87.3)

Esta equagdo ainda pode ser escrita de outra maneira mais simplificada, para isto,

+[7]

H

J, € a substituiremos na

vamos chamar de fator de inibi¢fo a letra grega o (0:-——1
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equacdo 2.87.a, o que nos leva a equagéo da inibicGo competitiva final (PETER et al,, 1987;
RICARDO & TEIXEIRA, 1983; VOET & VOET, 1995):

_ k[ E]oIS]

T 87,
° T oK +[S] (2.87.b)

A partir desta equagfio se chega as mesmas conclusdes que a equagio de

Michaelis-Menten sem inibicio; ou seja:
- Se[S]~aKk,ovalorde Vy ~ V2.

- SelS]—wovalor de Vp ~ Vs .

® Inibicio Nido-Competitiva

Neste tipo de inibigio, o substrato e ¢ inibidor devem se ligar a locais distintos na
enzima, ou seja, a ligaglo do inibidor nfo impede a ligagio do substrato e vice-versa,
contudo, a ligacdo do imibidor provoca alteragbes conformacionais no cetro ativo
inviabilizando a catdlise. Pelas mesmas suposicGes anteriores para os mecanismos de
reacdo apresentados segundo Michaelis-Menten e que as constantes dos complexos EI e
ESI sdo parecidas, a expressiio da velocidade serd regida pela reacfio global apresentada na
Figura 2.21 (HHALPERN, 1997}

I ESI——> Ndo reagem

Figura 2.21 — Esquema de uma reacfo enzimatica com inibi¢io n3e-competitiva.
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Por uma analise do sistema reacional como os feitos anteriormente, obtém-se as

seguintes equacdes basicas:

_LES]I] _ K, [Es1]
= [EsT] (2.88.2) ou EES]W—T,] (2.88.)
K, [ES]
E]= .
{£] (s (2.89)
[£], =[ET+ES]+[£ST] (2.90)

Fazendo-se¢ o mesmo procedimento requerido para a inibigio competitiva, com as
substituicdes da equacfio 2.88.b na equacio 2.89 e com posterior substituicio da equagio

obtida neste passo junto com a equacgio 2.89 na equaciio 2.90, chega-se a:

K, [ES]  [ES]/]
[E] =[EST+ ——+ 5 2.91
0 s] X (2.91)
Um rearranjo desta equagfio em funcfo de ES leva a seguintes expressoes:
K [ELIS
[ES] — 1[ ]0[ ] (2‘92.3)

KK, +[SIK, +[SI[]

{u ainda:
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[£],[5]

(2.92.b)
K, +1+ »Eé,l)[S]

[ES]=

E com a substituiglo desta fiitima na equacio 2.40, tem-se:

o ___ RIEL[S]
K, +({1+-=-018]
KI

Pela mesma andlise da inibigBo competitiva, chega-se a:

_ KIELIS]

°"K +a[S] 299

Onde: o’ (a m%!) ¢ ¢ fator de inibic8io nfo competitiva (PETER et al,,1987;

I

VOET & VOET, 1995).
»  Inibicio mista

Neste tipo de inibicio se observa a ocorréncia os dois tipos de inibigio
simultaneamente, ou seja, ocorre tanto 3 mibic3o dos centros ativos guanto a inibigdo
devido 4 mudanca conformacional da estrutura enzimdtica. A andlise cinética deste caso,
também leva em conta as suposi¢des de Michaelis-Menten, aldm da presenca de dois
complexos inibidores, o EI e o ESI Jogo também se encontrarfio na equagdo final de
cinética as constantes K; e X', bem como os fatores de inibicdo e o’ (HALPERN, 1997;
PETER et al,, 1987).
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ke

E+S  ES—23E+P
+ +
Ky K
Nédo reagemé——FEI+§ I i ESI——> Ndo reagem
—_ —

Figura 2.22 — Esquema da influéneia de imbidores mistos em reagdes enzimaticas.

Utilizando a reacfio acima e os mesmos métodos de modelagem matemética

anteriores obiém-se:

_ K[EL[S]

T ak, +a[S] (2.95)

L)

A linearizag8o, segundo Lineweaver-Burk, das equagdes de inibicio de Michaelis-

Menten podem ser expressas por:

g Equagfo linear da inibic8o competitiva (2.96)

P Equagdo linear da inibicio nio-competitiva (2.97)

Equacfio linear da inibi¢i0o mista (2.98)
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As Figuras 2.23. a, b e ¢, mostram as andlises grafica da linearizagfo, segundo
Leneweaver-Burk, das equacdes de cinética com inibicfio. Estas figuras comparam os
desvios gerados pela presenca dos imibidores com a reta original (sem inibico),

representados pelos fatores e o (HALPERN, 1997, PETER et al,,1987, VOET & VOET,
1995).

a) -3 EKm mSI

N o=l

1¥o

b) ~LEm 148}
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1o

o) -UEm 148}

Figura 223 — Representagdio grafica das equacgdes linearizadas das inibicBes
competitiva {2), ndo competitiva (b} ¢ mista (¢}, por Lineweave — Burk.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Materiais

3.1.1 - Material de consume

3.1.1.1 - Reagentes

A Tabela 3.01 apresenta os reagentes utilizados durante o desenvolvimento dos

trabalhos, bem como suas devidas procedéncias.

Tabela 3.01 — Reagentes utilizados durante a realizagfio dos experimentos.

Reagentes Procedéncia
Acido Cloridrico PA VETEC
Acido Fosférico VETEC
Acido Ortofosférico PA Synth
Alcool Etilico PA-ACS (95% v/v) QUIMEX
Amido Soltvel PA MERK
Azul Brilhante de Coomassi G SIGMA
Cloreto de Calcio PA Synth
Cloreto de Sodio PA Synth
Dextrina Branca VETEC
Fosfato Dibasico de Sodio PA VETEC
Fosfato Monobasico de Potassio PA VETEC
Hidroxido de Sédio PA VETEC




Capitulo 3 — Materiais e Métodos

Tabela 3.01 ~ Reagentes utilizados durante a realizagio dos experimentos.

{continuagio)

Reagentes Procedéncia
Hidroximetil — Aminoetano PA (TRIS) VETEC
lodo PA VETEC
iodeto de Potassio PA Synth
Polietileno Glicol (PEG) 8000 Fluka
Polietileno Glicol (PEG) 6000 VETEC
Polietileno Glicol (PEG) 4000 Synth
Sulfato de Cobre Penta Hidratado PA VETEC
Soro de Albumina Bovina INLAB

3.1.1.2 — Enzimas o-amilase e J-amilase

As enzimas foram obtidas da germinagio de sementes selecionadas de milho (Zea

mays) da EMBRAPA - SE.

3.1.2 - Materiais diversos

e Algodio;
¢ Papel filtro tamanho A4 n° 40;
e Papel aluminio;

e Papel toalha.



Capitulo 3 — Materiais € Métodos

3.1.3 - Miateriais permanentes

3.1.3.1 - Equipamentos

A Tabela 3.02 apresenta os equipamentos utilizados durante o desenvolvimento

dos trabalhos, bem como seus modelos e procedéncias.

Tabela 3.02 — Equipamentos utilizados durante a realizaco dos experimentos.

Material Modelo Procedéncia
Agitador magnético 257 FANEM
Agitador Vortex CERTOMAT® MV B. Braun Biotech int.
Balanca Analitica - .
Banho-Maria - -
Bomba dosadora BP 601 Milan
Bomba dosadora Master flex® Cole-Parmer
Bureta automatica Titruline alpha Schott
Centrifuga LS-3 Plus CELM
Estufa - S.FABBE Lida
Espectrofotdmetro Visivel 432 C FEMTRO
Miero Coluna de Extragéo
Palhetas Rotativas . _
(250 mL)
Micro Pipetas

Finnpippette® Labsystems
(2-1000pL)
Rota-vapor LABOROTA4000 Heidolph
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3.1.3.2 - Vidraria

A Tabela 3.03 apresenta as vidrarias utilizadas durante o desenvolvimento dos

trabalhos, bem como suas procedéncias.

Tabela 3.03 — Vidrarias utilizadas durante a realizac8o dos experimentos.

Material Procedéncia
Baldes Volumétricos (25-2000 mL) PIREX
Béqueres (50-4000 mL) PIREX
Buretas (25-50 mL) PIREX
Cubetas Espectrofotométricas |
Dessecadores PIREX
Pipetas Graduadas (1-10 mL) PIREX
Pipetas Volumétnicas (2 — 50 mlL.) PIREX
Placas de Petri PIREX
Provetas (5-1000 mL) PIREX

Termémetros (-20 a 100°C)

Tubos de Ensaios
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3.2 - Métodos

3.2.1 — Preparc das Solucdes

3.2.1.1 - Solugbes Tampio

Foram preparadas as solugfes tampdo pH 35,0; 6,0 e 7.0 a partir de solugdes de
acido fosforico, e sais de fosfato mono e di-basicos a 15 mM, seguindo a metodologia
descrita por MORITA & ASSUMPCAO (1995). Para isto, prepararam-se solugdes padrio
de 4cido fosfbrico, fosfato monobasico de potassio (soluciio A) e fosfato dibasico de sodio
(solugdio B) e misturou-se em um béquer, contendo um eletrodo de prata cloreto de prata,
para medir o pH do meio, até atingir o pH desejado. Preparou-se a solugfio tamp3o acetato
pH 4.8, a partir da mistura de acido acético glacial 0,2 M e acetato de sédio 0,2 M, para o
uso na determinacdio da atividade enzimatica pelo método Wohlgenuth modificado,
apresentado em REGULY (1996). Também foi preparada a solucdo tampéo tris-HCl no pH
6.5; segundo a metodologia usada por BRADFORD (1976).

3.2.1.2 - Solucides Estoque de PEG

Estas solucbes foram preparadas dissolvendo-se as vérias massas molares de PEG
usados (4000, 6000 e 8000 Da) até se obter concentracdes a 50 % (w/w) nos tampdes

fosfate de potéssio 15 mM, a cada pH.

3.2.1.3 - Solucédo de CaCl;

Fot preparada dissolvendo-se CaCl; sélido padrio analitico, em tampao fosfato 15
mM nos pH’s 5.0; 6,0 ¢ 7,0, além de outros pHs utilizados no planejamento descrito na

Tabela 4.01, de forma a obter uma solugfio a 0,25 M. Preparou-se uma soluclo de sais a

e o,

g it
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base de cloreto, com concentragdes de 6,0g/L de CaCly e 3 g/ de NaCl, dissolvidos em
tamp&o acetato pH 4,8, para extragio das enzimas contidas no malte 4 serem utilizadas na

determinagio da sua atividade enzimdtica, preparada seguindo a metodologia descrita por
REGULY (1996).

3.2.2 — Metodologia de estudo dos diagramas de fases do SBA PEG / CaCl;

Os diagramas de fases dos sistemas (binodais) foram obtidos segundo o método
descrito por ALBERTSSON (1986). Os pontos que determinaram as binodais foram
determinados em tubos graduados, onde era colocada uma certa quantidade de solugdo do
PEG a 50 % (w/w) e com posterior gotejamento de uma solugio de Cally a 0.25 M,
anotando-se a massa do sisterna quando este iniciava a formacdo de uma segunda fase, o
que da um ponto de concentragio alta de PEG e baixa de sal. O mesmo foi feito para a
obtengio de pontos com porcentagem alta de sal, no qual se colocou uma solugfio tampéc
fosfato no pH desejado, e a esta se adicionou CaCl; sélido (Padrdo Analitico), agitou-se ¢
tubo em vortex e gotejou-se a solucio do PEG a 50 % (w/w), até que se observasse o Inicio
do aparecimento de uma segunda fase. Com estas massas foram determinadas as
porcentagens de cada componente e ao se colocar os dados de %CaCl, (w/w) versus %
PEG (w/w) se obteve a binodal do sistema PEG/ CaCl,, para cada massa molar de PEG e

cada pH do sistema.

3.2.3 - Obtencio das “tie lines”

Os pontos que deram origem as “tie lines” foram obtidos em tubos graduados de
15 mL, onde foram colocadas guantidades da solugio de PEG utilizada a 50 % (w/w),
solucdo de CaCly a 0,25 M e CaCl; s6lido PA (quando necessario), tais que se observasse a
formag3o das fases superior e inferior com volumes iguais. Todos os pontos encontrados
foram repetidos no minimo trés vezes. Para cada sistema PEG/CaCl; a pH e massa molar
do polimero variado, foram encontrados trés pontos os quais ao passarem por um

tratamento pelo métode dos minimos gquadrados geraram a reta chamada de “tie line” (linha
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de amarragdo) e obedeceram a uma correlagdo minima de 0,999. O prolongamento da linha

de amarracfio até o choque com a binodal, determinou ¢ ponto critico de cada sistema.

3.2.4 - Determinacio da concentragiio de proteina total

A proteina total foi quantificada pelo método de BRADFORD (1976). Este
método € baseado no fato que o corante azul brilhante de coomassie G coexiste em duas
formas de cor diferentes: a cor vermelha ¢ a azul. Assim. a forma de cor vermelha ¢
rapidamente convertida na outra forma por ligacdo da parte cromdfora do corante a
proteina. A curva de calibragdo foi feita a partir de diluigBo de uma solugdio estoque de
albumina de soro bovino (BSA) entre 0 a 100 mg/L, a estas diluicdes adicionou-se a

solucdo contendo o corante ¢ a leitura da absorbéncia foi feita a 595 nm.

3.2.5 - Metodologia de obtencio do coeficiente de particio das enzimas o e P -

amilases

Cada ponto das linhas de amarragdo foi reproduzido em tubos graduados com
massa total do sistema entre 6 a 8 g. A estes foi adicionado, com o auxilio de uma
microseringa, 400 ul. do extrato de malte em CaCl; 0,25 M, tamponado nos pH’s indicados
nas Tabelas 4.13 e 4.14, na fase inferior do sistema. Assim que o sisterna atingiu ©
equilibrio difusivo {entre 12 a 48 horas) e coletou 100 uL de amostra de cada fase. A
determinacio da concentragdio de proteinas total (enzimas o e [ amilases) nas fases
superior e inferior foi realizada através do método de BRADFORD (1976) modificado.
Dividindo os valores das concentragles de proteina da fase superior (Cs) pela da fase
inferior (C;), obteve-se o chamado coeficiente de particdo (K) do sistema bifasico aquoso

em estudo. Como esta expresso na equacédo 3.01.

Concentracio de u € p amilase na fase superior
Concentragao de o e § amilase na fase inferior

(3.01)
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3.2.6 - Obtencéo das enzimas

As sementes de miltho (Zea mays) foram selecionadas manualmente € com peneira,
depois foram pesadas para a obtenclio do seu peso inicial seco. Estas passaram por um
processo de umidificagio, onde foram postas em um béquer de 2,0 L contendo agua até a
total cobertura das mesmas. Continuamente a dgua era retirada (2 em 2 horas) pesada a
massa de sementes Umidas e adicionada novamente dgua até que as sementes alcan¢aram
40 — 45 % de umidade com relagio a sua massa inicial. Estas foram levadas 4 germinacio
em escala laboratorial, nas condigbes ambientais de temperatura e pressdo, sendo a umidade
controlada por asperso com borrifador. Apds o 4° ou 5° dia estas sementes foram
recolhidas do melo germinativo ¢ posta para secar, em uma estufa & temperatura variando
entre 30-55 °C, depois passaram por um processo de moagem, armazenada em sacos

plasticos e guardado em geladeira a 5°C (LIMA et al.,, 2001; SOUZA et al., 2001).

3.2.7 - Determinacio da atividade enzimética

Foi realizada baseando-se no método de Wohlgenuth, modificado por Sandstedt,
Kneen & Blish (1959) e pelo método do Miles Laboratory/ EUA (1958) apresentados em
REGULY (1996). O primeiro consiste na observagio do tempo de descoloragdo de uma
solucdio do complexo iodo/ amido, pela enzima ¢« amilase e comparando com uma solugdo
padrio do complexo iodo/ dextrina. A umidade de atividade enzimdtica, neste caso, € 0
SKB, que indica a guantidade de amido dextrinizada por um grama de amilase em uma
hora, O segundo consiste em medir através de espectrofotdmetro a absorbancia a 540 nm
gerada pelo teor de glicose, na partir da solugdo contendo amido e as enzimas amiloliticas,

utilizando como reagente o acido 2- dinitrosalicilico (DNS).
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3.2.8 — Estudo cinéfico enzimatico das enzimas o e B-amilases

Foram feitos estudos comparativos de cinética enzimatica entre as enzimas o € -
amilases do extrato em malte de milho e do extrato em PEG 4000. Utihzou-se o pH 5.0 e as
temperaturas de 75°C e 55°, j& que estas varidveis estéio proximas das condigdes Otimas das
o-amilase e B-amilase, respectivamente. Para tanto, foram preparadas solucdes de amido a
10 g/L e 0,2 g/l em pH 5,0, e a partir destas fez-se as devidas diluigSes para fornecer
concentracBes dentro das especificagdes da metodologia que se baseia nas condigdes limite
do substrato (HIRANQO, 2001; PETER et al., 1987). Possibilitando desta forma, observar se
o PEG atuava como inibidor o ativador destas enzimas, enquanto que a temperatura definiu

gual das enzimas encontra-se mais ativa no extrato em PEG 4000.

Usou-se como base matemdtica para obtengfio dos modelos cinéticos a
metodologia de Michaelis-Menten, que se baseia na determinaco das veloctdades iniciais

de reacdo nas condi¢des limites do sistema reacional, ou seja:

1- Para baixas concentragtes de substrato ([S] << Ky):

2- Para altas concentragdes de substrato ([S] >> K,,).

A linearizac@io do modelo foi feita seguindo a metodologia de Lineweave-Burk. A
determinacdo da concentragfo de agucares redutores gerados no meio foi feita segundo o
Método do Milles Laboratory (REGULY, 1996). As constantes de Michaelis-Menten, de
cinética e da velocidade méaxima foram obtidas apds a regressdo linear dos reciprocos da
concentracio de substrato (amido) contra os reciprocos das velocidades iniciais encontradas
(HIRANO, 2001; PETER et al., 1987; FRIEDMAN, 1994).
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3.2.9 - Otimizacdoe dos sistemas estudados

3.2.9.1 ~ Otimizacfo da particfio das enzimas o e -amilases em PEG/ CaCly

Neste estudo foi investigada a influéneia do pH, do comprimento da “tie line”
(concentragdo do polimerc e do sal), e da massa molar do polimero, sobre o coeficiente de
particdo das enzimas o e B-amilases (sem observar o efeito sobre a atividade enzimaética),
através de otimizagfo por um planejamento fatorial 2° Esta metodologia foi empregada
visando a redugdic da guantidade de experimentos a serem realizados e uma melhor
avaliacBo dos resultados obtidos. Os modelos foram obtidos seguindo as metodologias do
ponto central o qual gera os modelos lineares. OUs calculos matriciais para a obtenc#o das
estimativas dos pardmetros dos modelos foram feitos pelo método dos minimos quadrados.

Os modelos testados foram os seguintes:

yv=b, +bx +b,x, +bx; (3.02)

Onde: Os b, correspondem as estimativas dos pardmetros do modelo, y representa
a resposta (variavel independente), coeficiente de particdo, que pode se apresentar sob a
forma de normal K ou /nK, e x;, x» € x; sfo as variaveis codificadas dos fatores pH.

comprimento da “tie line” e da massa molar do PEG.

Cada fator foi variado em trés niveis para o planejamento pelo método do ponto
central (-1, 0 e +1), com triplicata nos pontos centrais em ambos, sendo um total de onze
ensaios, descritos nas Tabelas 4.13 e 4.14, as quais ja apresentam os melhores resultados
da otimizagao da parti¢io destas enzimas. Os niveis de cada fator foram dados por: 5,0; 6,0
e 7,0 para o pH; 1,0; 2,0 e 3,0 para o comprimento da “tie line” e 4000 Da, 6000 Da e 8000

Da para a massa molar do polimero, respectivamente.
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O pH fo1 escolhido nesta faixa, pois estd nas vizinhangas do 6timo das amilases, as
“tie lines” representadas variam a composi¢io das fases segundo as Tabelas 4.01 a4.09 ¢ as
massas molares foram assim por apresentarem a diferenca igual entre 0s seus valores. Para
facilitar o planejamento, foram escolhidas as variagbes de cada fator, como sendo: ApH =

1.0; ATL = 1,0 e AMAM = 2000 Da. As codificagdes utilizadas foram as seguintes:

x, = pH, 6.0 (3.03)
x,=TL, -2,0 (3.04)
MM | - 6000
Xy = e (3.05)
2000

Note que o0s sub-escritos indicam os fatores no nivel j qualquer.

As analises de significincia do modelo, do ajuste de dados, o célculo das médias
quadraticas dos erros de cada pardmetro, da correlagiio miltipia e das porcentagens de
varidncias explicéveis, foram feitos pela metodologia da andlise de varidncia, descrita por

BARROS NETO (1995 e 2001), com as devidas formulas apresentadas na Tabela 2.01.

A otimizag3o foi observada através da andlise das superficies de resposta (RSM)
geradas pelas equag¢des dos modelos otimizados, plotando-se os fatores dois a dois, com o

terceiro fixo no ponto central, versus a resposta desejada (KARAN et al., 2001).
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3

3.2.9.2 — Otimizacde da extraciio em coluna de palhetas rotativas

Sabendo-se através de pesquisas bibliograficas, que para se obter um meodelo
consideravel, os experimentos sdo compreendidos de varios e demorados ensaios, {€z-se
um planejamento fatorial 2° pelos métodos do ponto central e estrelz. Sendo os célculos
matriciais para obten¢fic dos pardmetros dos modelos, também, feitos pelo método dos

minimos quadrados. Os modelos testados foram os seguintes:
y=b, +bx +b,x, (3.06)
y=by +bx, +byx, +b,x +bypxl +b,x,x, (3.07)

Onde: Os b; correspondem as estimativas dos parametros do modelo, y representa

o indice de recuperagéo (g) e x; € x; so os fatores rotacio das palhetas (R,) e razio entre
as vazdes de alimentacio do concentrado (Q.) e do solvente () (K, = 0%2 ), sob a
- 5

forma de variaveis codificadas.

Cada fator foi variado em trés niveis para o planejamento segundo o método do
ponto central (-1, O e +1), além dos niveis *«, para o planejamento em estrela, com
triplicata nos pontos centrais em ambos, sendo um total de onze ensaios, apresentados nas
Tabelas 4.17 e 4.18, as quais apresentam também as respostas otimizadas das extragles
continuas. Os fatores assumiram os niveis: 75,00; 100,0 e 125,0 para a rotacdo das palhetas
e 1, ¥ e Y2 para a razdo entre vazdes, respectivamente. Os niveis =, foram obtidos segundo
as equagdes de codificaciio de cada fator, utilizando os seguintes desvios para cada fator:

AR, = 25,0 rpm e ARp = -1/4. As codificagfes utilizadas foram as seguintes:



Capitulo 3 — Materiais 2 Métodos 123

R, —100,0 :
X, =WT (.).08)
R, -,
X, :ﬁ__{ﬁ (3.09)
Y

As andlises de significancia do modelo, do ajuste de dados, do célculo das médias
quadraticas, dos erros puros de cada estimativa de parmetro, da correlagdo multipla e das
porcentagens de varidncias explicaveis, foram feitas pela metodologia da analise de
variancia (ANOVA). A otimizagio foi observada através da andlise das superficies de

resposta (RSM) geradas pelas equagdes dos modelos otimizados todos descritos por
BARROS NETO (1995 ¢ 2001).

3.2.10 - Recuperaciio das enzimas o e f-amilases em coluna extraciio liquido-

liguido com palhetas rotativas

Apds a caracterizagdo do sistema bifasico aquoso, foi feita a recuperacéio das
enzimas amilases em batelada, utilizando um sistema com volume compreendido entre 6 a
8 mlL, nas diferentes “tie lines”, pHs e massas molares de PEG, para a otimizagfo da
recuperacio destas enzimas. Baseando-se nestes dados, foi ampliado o volume do sistema
para 250 mL, na melhor “tie line” e pH 6timo de extragio (obtidos na otimizacdo anterior),
em uma coluna de extracdo liquido-liquido, com agitacdo mecénica promovida por palhetas
rotativas com éarea livre de aproximadamente 18%, ¢ com a alimentacdo do solvente
entrando em baixo (na lateral esquerda) da coluna e saindo como extrato na parte superior
esquerda, sendo ao alimentacio do concentrado admitida pela parte superior direita da
coluna e saindo pelo fundo da mesma na forma de refinado, como esta mostrado na Figura

3.0L
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Sistema de Agitagdo

]
s

Saida do |

Extrato

Palhetas Rotativas T

’ !
Q__- Saida de V‘ Q—-
Refinado . . l
. . Alimentacdo

Alimentagao do —— do Concentrado
Snlvents

Figura 3.01 — Esquema do sistema de extracio continuo utilizado na recuperagéo

das enzimas o ¢ B-amilases de milho em sistema bifasico aquoso PEG/ CaCl,.

O agitador ¢ as bombas foram previamente calibrados, obtendo-se assim uma
relacdo que fornecia a agitacfio € as vazdes para facilitar a variacfio destes fatores entre os

ensaios, sem parar o funcionamento da coluna.

Foi feita a determinacdo da concentracdo de proteinas totais no concentrado (Cy)
antes da partida da extracfo continua. Preencheu-se a coluna com as devidas concentracdes
de PEG e CaCl, da “tie line” otimizada, liberou-se as alimentacdes do concentrado e do
solvente e pos-se as palhetas em agitacfo, acionando em seguida o cronémetro, no tempo
zero de operagfio da coluna. Neste mesmo tempo, foram coletadas as amostras zero do
extrato ¢ do refinado para determinagdo da concentragio de proteinas totais em ambas (C. €
C,, respectivamente). Inicialmente, a cada 3 minutos coletava-se uma amostra de ambas as
saidas. Apds meia hora o tempo de coleta passou para 5 minutos, em uma hora para 10 e

por final foram feitas mais duas coletas em intervalos de aproximadamente meia hora. Em
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todas as amostras fol determinado o teor de proteina total segundo BRADFORD (1979),

inclusive as do concentrado, no inicio deste paragrafo.

(s dados de concentraco de proteinas totais adimensionais do extrato (Co/ Cp) e
do refinado {(C/ (y) foram “plotados” em fungdo do tempo de operagio da coluna de
extracio liguido-liquido, para determinagfio do tempo necessario para a extracio entrar em
estado estacionario. A determinacfio do indice de recuperagio (fz) foi feita admitindo-se
que este era aproximadamente igual a razfo entre a concentragio adimensional do extrato

pela concentracdc adimensional do refinado (Cz/ Car).

A andlise das melhores condiges de operagfio da coluna para a extragic continua
das enzimas amilases foi feita pela otimizacsio em planejamento fatorial 2% pelos métodos
do ponto central e estrela, com avaliagdo da superficie de resposta pelo método RSM, ja

descritos anteriormente no capitulo 2.



CAPITULO IV

RESULTADOS OBTIDOS
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4 - RESULTADOS OBTIDOS

4.1 - Diagrama de fases

4.1.1. Efeito do pH sobre o diagrama de fases

Para observar o efeito do pH sobre o comportamento dos diagramas de fases do
sistema bifasico aquoso PE(G/ CaCh, foi necessdrio fixar a massa mwolar do polimero e
variar ¢ pH. Ao se graficar as binodais em uvma mesma figura, de acordo com as Figuras
4.01 até 4.03, pode-se verificar gue 2 influéneia dos pH’s sobre os SBAs, nio apresenia
comportamento definido, pois as binodais alternam de posigo a cada pH e para cada
figura, ou seja a cada massa molar do polimero as binodais comportam-se de forma
diferente. Para os sistemas bifasicos PEG/ sais de fosfato estudados por VIDEIRA &
AIRES-BARROS (1994), quando o pH diminui, a proporgiio de H,PO,7/ HPO,* aumenta e
devido a rejeiciio do PEG por grupos (anions) multivalentes uma maior concentracdo de sal

¢/ ou polimero sera necessario para obter um sistema bifdsico.

e ¥
SR SRR
4

. S it 4
=~ O ot
[om Y oo 200 e

B S
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L TR 3 2 T ]

Figura 4.01 ~ Comportamento do SBA PEG 4000/ CaCl; em diferentes pHs
estudados.
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Figura 4.02 — Comportamente do SBA PEG 6000/ CaCl, em diferentes pHs
estudados.
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Figura 4.03 — Comportamento do SBA PEG 8000/ CaClL em diferentes pHs
estudados.

4.1.2. Efeito da massa molar do PEG sobre o diagrama de fases

Neste estudo foram construidos os diagramas de fases para os sistemas bifisicos
aquosos PEG/ CaCk, com intuito de observar o comportamento destes sistemas ao se fixar
o pH ¢ variar a massa molar do polimero. Observando-se as Figuras 4.04 até a Figura 4.06,

nio se perceber deslocamento entre as binodais afastando-se dos eixos, no sentido do PEG
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8000 para o PEG 4000, ou seja, quanto menor a massa molar do polimero, maior a
concentracio necessaria para a formacio de fases, como os descritos na literatura por:
ALBERTSSON (1986); VENANCIO et. al (1995); SZLAG & GIULIANO (1988) e
ZASLAVSKY (1995), isto demonstra que este sistema requer um estudo mais aprofundado

para caracteriza-lo.
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Figura 4.04 — Comportamento do SBA PEG/ CaCl, a pH 5,0, para diferentes

massas molares de PEG.
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Figura 4.05 — Comportamento dos SBAs PEG/ CaCl, a pH 6,0; para diferentes

massas molares de PEG,
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Figura 4.06 — Comportamento dos SBAs PEG/ CaCl; a pH 7.0; para diferentes
massas molares de PEG.

4.2 — Estudo do comportamento das “tie lines”

As Tabelas 4.01 até 4.09 apresentam os dados das composicdes médias mais
provaveis das “tic lines” dos sistemas bifdsicos aguosos PEG/ CaCl,. Estas tabelas estdo
organizadas de cima para baixo, onde na primeira linha encontram-se os pontos de mistura
de cada “tie line”, em seguida aparecem as composicOes das fases do SBA, de topo ¢ de
fundo (segunda e terceira linhas respectivamente). E perceptivel também que as
composicOes das “tie lines” afastam-se dos eixos das concentragdes do sal ¢ do polimero &
medida que estas aumentam. Os valores das composigSes ndo se alterarn muito, mesmo
quando os polimeros sdo comparados entre si ¢ a diferentes pHs. Através da observacdo das
Figuras 9.10 até 9.18 (em anexo), que sd30 as representacdes graficas das “tie lines” dos
SBA’s para cada PEG ¢ cada pH, se constata que todos os pontos criticos encontram-se na

inclinacdo das curvas, colaborando com os dados fornecidos pela literatura.
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Tabela 4.01 — Dados das composices médias das “tie lines” do SBA PEG
40600/CaCl a pH 5,0.

Composicao (%)
“Tie lines™ 3 “Tie lines™ 2 “Tie lines” 1

H,O CaCh |PEG |H0 CaCl; [PEG [H,O [CaCh |PEG

7292 11,82 25,26 177,97 (1,77 20,26 18299 |1,73 16,26
44,21 10,64 45,75 162,69 (0,06 (3725 (72,64 10,11 27,25

92,80 13,58 4,62 91.87 (335 14,78 81,93 (3,05 5,02

Tabela 4.02 — Dados das composicdes médias das “tie lines” do SBA PEG
6000/CaCl; a pH 5.0.

Composicéo (%)
“Tie line™ 3 “Tie line” 2 “Tie line” 1
H,O CaClk PEG (H,O CaCh |PEG |H,O |[CaCk (PEG
72,09 11,73 26,18 (76,74 1,68 21,58 81,39 |1,63 16,98
50,21 10,01 49,78 159,53 10,01 40,46 (68,18 10,02 31,80
94,14 14,06 1.80 94,22 13,95 1,83 94,36 [3.85 1,85

Tabela 4.03 — Dados das composigbes médias das “tie lines” do SBA PEG 8000/
CaClh a pH 5,0.

Composicio (%)
“Tie line” 3 “Tie line” 2 “Tie line” 1
H,O0 |CaCh [PEG [ HO CaCk |PEG [H O |[CaCh |PEG
71,93 11,76 26,31 (7748 1,55 20,97 (82,80 (1,34 15,86
49,66 0,01 50,33 60,76 10,02 39,22 71,64 (0,03 28,33
94,43 |3,16 2,41 94,67 (2,72 2,61 94,90 12,13 2,97
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Tabela 4.04 — Dados das composicdes médias “tie lines” do SBA PEG 4000/CaCl;
a pH 6,0.

Composicio (%)

“Tie line” 3 “Tie ling”™ 2 “Tie line” 1

HC CaCh (PEG  [HO CaClh, |PEG |HO CaCl, |PEG

72,08 1,82 26,16 [74.08 1,72 24,2 80,21 1,55 18,24

48,74 10,03 51,23 (51,97 |0.03 48,0 67,45 10,05 32,50

94,77 (3,26 1,97 9489 3,04 (2,07 95,060 13,00 12,00

Tabela 4.05 — Dados das composicbes medias das ‘tie lines” do SBA PEG
6000/CaCl; a pH 6,0.

Composicdo (%)

“Tie line” 3 *“Tie kine” 2 “Tie line” 1

H,O [CaCl, |PEG |HO CaCl, {PEG [H.O CaCl, |PEG

73,50 |[1,86 24,64 |78,56 1,75 19,69 (83,24 1,71 15,05

52,61 ]0,04 4725 162,19 10,06 37,75 172,65 0,10 27,25

93,68 13,87 245 93,97 3,37 2,66 93,98 |3,15 2,87

Tabela 4.06 — Dados das composi¢des médias das “tie lines” do SBA PEG
8000/CaCl; a pH 6.0.

Composicio (%)

“Tie line” 3 “Tie line” 2 “Tie line” 1

H>O CaCl, |PEG |H.0 CaClk |PEG [HO CaClh, |PEG

72,94 1,80 25,26 78,56 [1,46 19,80 182,09 (1,23 16,68
51,43 10,02 48,55 60,99 10,03 38,98 71,55 (0,05 28.40
95,10 3,26 1,64 9541 2,75 1.84 95,44 269 1,87
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Tabela 4.07 — Dados das composicies médias das “tie lines” do SBA PEG 4000/
CaCl; a pH 7,0.

Composicio (%)
“Tie line” 3 “Tie line” 2 “Tie line” 1
H,0 CaCh |PEG [H,O |CaClh (PEG [H,O [CaCh |PEG
72,08 (1,82 126,10 74,08 (1,72 |2420 |B0,21 |1,55 18,24
57,80 10,20 42,00 |67.26 029 32,45 |77.00 (0,50 22,50
90,71 13,78 (5,51 90,66 13,35 5,99 90,44 (2,84 672

Tabela 4.08 — Dados das composicdes medias das “tie lines” do SBA PEG 6000/
CaClk a pH 7.0.

Composicio (%)
“Tie line” 3 “Tie line™ 2 “Tie line” 1
H,O |CaCh, (PEG |H;O CaClk |PEG [|HO0 |[CaCl, |PEG
73,62 1,83 25,15 (77,63 1,77 |2060 (82,11 [1,72 16,17
4997 (0,03 50,00 160,21 [0,04 39,75 (70,04 (0,06 29,90
94.66 (3,52 1,82 94,78 13,33 1,89 9497 13,00 12,03

Tabela 4.09 — Dados das composicGes médias das “tie lines” do SBA PEG 8000/
CaClh apH 7.0.

Composicio (%0)
“Tie line” 3 “Tie line” 2 “Tie line” 1
H,0 (CaCkh (PEG |H,O |CaCk (PEG [HO {CaClk |PEG
72,08 [L77 12621 (76,02 (1,72 12136 8422 (1,64 14,24
49,74 10,01 50,25 159,37 |0.01 40,62 [7421 (0,04 (2575
9432 13,56 2,12 19449 |3,3¢ (221 94,56 (3,18 2,26
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4.3~ Avaliacio do coeficiente de particdo das enzimas o ¢ B-amilases

De acorde com as Tabelas 4.10 a 4.12, é possivel verificar que houve uma
diminuicdo do coeficiente de particdo (X) com o aumento da massa molar do polimero, o
que esta de acordo com a literatura (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993). A influéncia da
massa molar do polimero pode ser atribuida ao maior nfimero de grupos hidrofilicos nas
cadeias de PEG mais curtas, o que reduz a hidrofobicidade global e aos efeitos de volume
excluido, que aumentam com o aumento da massa molar do polimero (SARMENTO et al.,
1994; HUDDLESTON et al, 1991).

Com relacdo 3 influéneia exercida pelo pH sobre o coeficiente de partigio,
constatou-se que este ultimo aumenta com o aumento do pH (CABRAL & AIRES-
BARROS, 1993). Estudos realizados por VENANCIO ¢ colaboradores (1995) e por
ALMEIDA e colaboradores (1998) demonstram que houve um leve aumento no coeficiente
de parti¢cdo com o aumento do pH. Segundo OLIVEIRA (1999} isto pode ser explicado
com base pas propriedades hidrofobicas do PEG, que pode se ligar aos residuos
hidrofobicos da proteina. No presente estudo como as amilases apresentam-se na
conformagio estrutural basica, apos o seu ponto isoelétrico (pl = 5,4), a fase orgénica tende

a atrair maior quantidade de enzima a medida que aumenta o pH.

Analisando-se a influéncia do comprimento da “tie line” no coeficiente de partigio
verificou-se que ocorreu um aumento deste com ¢ aumento do comprimento da linha de
amarragio, pois ocorre um aumento da concentracdo de PEG no sistema (DIAMOND &
HSU, 1992). De acordo com RABELO (1999) este fato pode ser atribuido, principalmente,
a mudancas na composicio relativa das fases, promovendo um crescimento na
concentracio de sal na fase inferior enquanto que na fase superior, ela permanece
relativamente constante ¢ igual a sua solubilidade limite no PEG. Isso provoca um “salting

out” de proteinas da fase rica em sal para a fase rica em PEG.
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Tabela 4.10 — Coeficientes de partic3o e concentracdo de proteinas totais nas fases

do sistema PEG 4000/ CaCh.
“Tie lines™
1 yi 3
?H C51 Cil KE CSZ CL’Z KZ ng CIS K3
(gL) | (gL) (g/L) | (g/L) &) | (gL

7.0 122 10,32 13,76 | 1,18 1 029 | 411 | 149 | 028 | 527

60 | 1,12 1 0,35 | 3.23 1 1,19 | 030 | 400 | 1.27 | 035 | 467

50 1121 10642 1 291 1 122 1 034 | 363 | 154 | 038 | 400

Tabela 4.11 — Coeficientes de particdo e concentracdo de proteinas totais nas fases

do sistena PEG 6000/ CaCl,.
“Tie lines”
1 2 3
PR G | Ol b Ce | Ca o | C® %
@) | (gL) @ | @ | | @D @

70 | 1,12 | 038 | 295 | 1,14 | 036 | 3,17 | 132 | 030 | 4,49

6,0 | 1,22 | 042 | 2,89 | 1,32 | 0,44 | 299 | 149 | 041 | 3.66

50 1 1,07 | 043 | 249 ] 1,10 | 0,49 | 226 | 1.26 | 036 | 3,56
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Tabela 4.12 ~ Coeficientes de Particlio e concentragio de proteinas totais nas fases

do sistema PEG 8600/ CaCl.
“Tie lines”
1 ) 3
PH | g Co % Cso Ci Cs3 Cos K
1 K, 3
@) | @n) (¢/L) | (g/L) @L) | (gL)

70 1 1,02 ] 038 | 268 | 1,12 | 038 | 2,95 | L.25 | 037 | 3,38

60 | 1,12 | 042 | 267 | 1,12 | 042 | 2567 | 122 | 038 | 321

50 1 1,16 | 063 | 1,84 | 1,12 | 654 | 2,07 | 146 | 046 | 3,17

4.4 — Estudo dos fatores que influenciam na particio de proteinas em sistemas

bifdsicos aquesos PEG/ CaCl,

Apos elaborados dos planejamentos descritos no capitulo anterior € montadas as
Tabelas 4.13, 4.14, que descrevem os ensaios realizados para testar os modelos lineares
com K e InK, respectivamente. Empregou-se para isto o método do ponic central. As
tabelas apresentam os valores de coeficientes de particdo (K) obtidos em cada ensaio, ¢ que
mais se ajustaram aos modelos (e nfio as médias, descritas pas tabelas anteriores), para que
assim se¢ possa fazer uma adequada descricdio do comportamento deste coeficiente scb
influéncia dos fatores pH, “tie Iine” (T1) ¢ massa molar do polimero (MMpgg) em sistema

bifasico agquoso PEG/ CaCl,.



Capitulo 4 — Resultados Obtidos

139

Tabela 4.13 — Matriz de planejamento baseada no método do ponto central para

estudar a influéncia dos fatores sobre a particiio em sistemas bifasicos aquosos

PEG/ CaCl,. Modelo tendo X como resposta.

Ensaio (pH TL MMepe | X5 Xz X3
1 5,0 1,0 4600 -1 -1 -1 2,84
2 7.0 1,0 4606 +1 -1 -1 3,76
3 5,0 3,0 4006 -1 +1 -1 4,00
4 7,0 3,0 4000 +1 +1 -1 5,27
5 5,0 1,0 8000 -1 -1 +1 1,84
6 7,0 1.0 8000 +1 -1 +1 2,68
7 5,0 3,0 8000 -1 +1 +1 3,01
8 7,0 3.0 8000 +1 +1 +1 3,93
9 6,0 2,0 6000 ¢ 0 0 3,05
10 6,0 2,0 6000 0 0 0 3,09
11 6,0 2.0 6000 0 0 0 2,99
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Tabela 4.14 ~ Matriz de planejamento baseada no método do ponto central para
estudar a influéncia dos fatores sobre a particio em sistemas bifésicos aquosos
PEG/ CaCly. Modelo tendo InK como resposta.

Ensaio [pH 7L MMere | X; X7 X3z nE
1 5,0 1,0 4000 -1 -1 -1 1,04
2 7,0 1,0 4000 +1 -1 -1 1,32
3 5,0 3,0 4000 -1 +1 -1 1,39
4 7,0 3,0 4000 +1 +1 -1 1,66
5 5,0 1,0 8000 -1 -1 +1 0,61
6 7,0 .G 8000 +1 -1 +1 0,98
7 5,0 3.0 3000 -1 +1 +1 1,10
8 7.0 3,0 8000 +1 +1 +1 1,37
9 6,0 2,0 6000 0 0 0 1,12
10 6,0 2,0 6000 0 0 ¢ 1,13
11 6,0 2,0 6000 0 0 0 1,10

Estes resultados obtidos experimentalmente foram testados nos modelos pelo
método dos minimos quadrados dando como respostas @s equagdes que descrevem o
comportamento do coeficiente de particiio (K) sob acdo do pH, da composicdc das “tie
lines” (TL) e da massa molar do PEG (MMpzg). As respectivas estimativas dos parametros
dos modelos s8o apresentadas nas equacdes 4.01, 9.01, 9.02 e 9.03 (os trés iitimos em
anexo), tendo como resposta K ¢ InK, respectivamente. Nestas se encoﬁtram as estimativas

dos pardmetros ¢ os erros padrdes abaixo de a cada uma delas.

A seguir observa-se a equago do modelo que mais se ajustou aos dados
experimentais {equacdo 4.01), que foi o plano tendo InK como resposta. Varios autores
também comprovaram este comportamento logaritmico natural da particic sob influéneia



Capitulo 4 - Resuitados Obtidos 141

de fatores como ©s aqui estudados, a concentracic de sal e dos polimeros (incluidas nas
composicdes das “tie lines™), o tamanho da molécula a ser particionada, adicdo de ligantes
(ALBERTSSON, et al,, 1990}, hidrofobicidade do polimero, (JOHANSSON, et al,, 1995),
além de outros {(SILVA & FRANCO, 2000).

K = 1,164 + G,148pH + 0,195TL - 0,170MM, @00

(£0,005) (20,005 (30,005  (20.005)

A analise da varifncia dos modelos foi feita pela metodologia ANOVA. Na Tabela
4.15 observa-se os resultados da avaliacdo do ajuste do modelo otimizado. E notsvel que o
modelo possui uma boa significdncia, pois Feuer € maior que Fypi, © que o mesmo também
possui um bom ajuste de dados, j& que Feae € menor que Fun, 0 que indica estatisticamente
que o modelo é significativo. Nota-se também que: o modelo apresenta um bom coeficiente
de determinagdo, pois esta se aproximando do seu valor maximo 1,0; além de Stimas
porcentagens de variacdo explicavel e de maxima variagdo explicavel, indicando que o

modelo ndio possui muitos desvios devido 2 regressio ou a erros experimentais.

Quando os dados dos coeficientes de particdo foram graficados geraram as Figuras
4.07 até 4.12 que se referem ao modelo dtimo, que melhor descreveu o comportamento da
particio de proteinas em sistemas bifasicos aquosos PEG/ CaCl,, sob influéncia do pH, da
composicdo das “tie lines™ ¢ da massa molar do PEG.

As Figuras 4.07 até 4.12, sfo as representagOes graficas em plano e em superficie
da equacio do modelo Otimo para descrever a influéneia dos fatores sobre o coeficiente de
particio, contendo /mK como resposta. Percebe-se que todas estas demonstram uma
tendéncia da particdo aumentar com o aumento do pH ¢ do comprimento da “tie line™,
porém esta reduz com o aumento da massa molar do polimero. As superficies de resposta
demonstram o ajuste dos dados ac modelo, enquanto gue as curvas de niveis facilitam a

compreensdo das tendéncias do coeficiente de particdio sob a aciio dos fatores. Para que
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estas figuras fossem geradas, tornou-se necessdria a grficagem de pares de fatores versus a
resposta, ja que as superficies s6 podem descrever trés eixos. Enfatizando as analises feitas

anteriormente.

Tabela 4.15 — Analise da varifncia do modelo otimizado da particio de proteinas

em sistemas bifdsicos aquosos PEG/ CaCly, tendo #nK como resposta.

Fonte de Soma Graus de Média . .
cale
Variacio | Quadritica | Liberdade | Quadratica -
Regressio 0,711 3 0,237
Residuos 0,018 7 0,003 91,861 4,38
Falta de
. 0,018 5 0,004
Ajuste
Erro Puro 0,000 2 0,000 15,073 19,30
Total 0,727 10
% de variincia explhicavel 98,72
% méaxima varidncia explicavel 99,94
Coeficiente de Determinacdo (R"2) 0,9772




Capitulo 4 ~ Resultados Obtidos 143

18

1.0 0,5 0.0 8.5 10

Figura 4.07 — Curvas de niveis que melhor descrevem a influéneia mittua do pH e

da “tie line” sobre a parti¢io de proteinas em SBA PEG/ CaCl,.

Figura 4.08 — Superficie de resposta que methor descreve a influéneia mutua do

pH e da “tie line” sobre a partiglo de proteinas em SBA PEG/ CaCl,.
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Figura 4.09 — Curvas de niveis que melhor descrevem 2 influéneia mitua do pH e

das massas molares do PEG sobre 2 particlio de proteinas em SBA PEG/ CaCl,.

Figura 4.10 - Superficic de resposta que melhor descreve a influéncia mutua do

pH e das massas molares do PEG sobre a particfio de proteinas em SBA PEG/ CaCl,.
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Figura 4.11 — Curvas de niveis que melhor descrevem a influéncia muitua da “tie

ting” e da massa molar do PEG sobre a partic8o de protefnas em SBA PEG/ CaCl,.

Figura 4.12 — Superficie de resposta que melhor descreve a influéneia mitua da

“tie line” ¢ das massas molar do PEG sobre a particio de proteinas em SBA PEG/ CaCl,.
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4.8 - Anasalise da atividade enzimitics

Através da andlise da Tabela 4.16 podemos observar que o exirato enzimatico
apresenta atividade na presenca do PEG e CaClb, j4 que o primeire € nfio antigénico € nem
imunogénico com uso liberado FDA (“Food and Drug Administratioon™) e o segundo,
apresenta o cdtion que faz parte da estrutwra da c-amilase, o que valida o uso deste

polimero ¢ deste sal na purificacBio destas enzimas.

Nas “tie lines” observamos que para um polimero num devido pH. os valores da
atividade especifica podem ser considerados constantes {com exce¢lio da “tie line” 1, pH
7.0, PEG 4000). Com relacdo as massas molares ndo ha um comportamenio definido,
contudo o3 maiores valores de atividade especifica foram encontrados para o PEG 8000 em
pH 5,0,

De um modo geral verificou-se que a atividade enzimética nfio apresentou um
comportamento modelavel, entretanto o pH 5,0 apresentou os maiores valores, indicando
um maior grau de pureza de enzimas amiloliticas sobre o material protéico total, e como no
item anterior ficou caracterizado que a “tie line” 3 do SBA PEG 4000/ CaCl, apresentou os
maiores valores de partigio, logo este sistema no pH 5 é o melhor a ser utilizado na

recuperacio das enzimas amiloliticas.

Tabela 4.16— Afividades enzimaticas dos exiratos enzima/ PEG's,

ATIVIDADE ESPECIFICA (SKB/ g de Proteina Total)

pH 5,0 6,0 7.0

Tie Line

PEG

4000 0,34 103410271007 6,67 1 0,06 | 0,22 | 0,18 | 0,48

6000 0201017036 10,02 0,06 | 0,20 | 0.09 & 0,08 | 0,13

8000 0,501 045104610261 0,12 1 0,15 | 0,05 | 0,12 | 0,10
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4.6 — Estudo cinético comparativo entre os extratos enzimaticos em maite de
milbo e em PEG 4000

Este estudo foi baseado exclusivamente na equacio modeio de cinéfica enzimatica
por Michaelis-Menten, que usa as concentragdes de substrato nos limites inferior e superior
da curva gerada pela equagio de cinética. A aplicagdo de uma regressdio linear dos
reciprocos das concentragdes do substrato ¢ das velocidades iniciais na equacdio linearizada
da curva de cinética enzimatica, segundo a metodologia aplicada por Lineweaver-Burk
(MORRIS, 1979; VOET & VOET, 1995), foi usada para determinacio das constantes de
Michaelis-Menten (K.} e de cinética da reacfio (k.w), € a velocidade mdaxima de reagfio

{(Vinax)-

As Figuras 4.13 e 4.15 mostram a comparac3o entre as curvas de cinética
enzimaticas, por Michaelis — Menten, das enzimas o ¢ B-amilases em malte de mitho e em
PEG 4000. Todas as curvas foram determinadas em micro-bioreatores de 5,0 mL, contendo
como substrato o amido em concentra¢des variadas ¢ em tampdo fosfato pH 5,0 (préximo
do étimo das duas enzimas) € a temperaturas de 752 °C e 55 £ 2°C e (6timos da « € B-
amilases, respectivamente). Percebe-se que em ambas figuras as curva geradas pelas
enzimas em PEG, apresentam valores maiores em suas regifes assintoticas que as curvas
geradas pelas enzimas em malte de milho. Sendo assim, as primeiras possuem velocidades
maximas majores que as segundas, jd que nesta regifio se encontram os valores quase
constantes de Fmuc. Isto indica que as enzimas em extrato de malte possuem uma atividade
menor que as enzimas em extrato de PEG 4000, pois necessitam de um tempo maior para

hidrolisar totalmente uma mesma massa de amido.

O que também pode ser comprovado ao se observar as Figuras 4.14 e 4.16, que se
referem &s curvas anteriores linearizadas pelo método de Liweneaver-Burk. Nestas Gltimas
figuras pode-se comparar melhor as atividades das enzimas em malte de milho com as
recuperadas em PEG, pois o coeficiente linear destas retas € o reciproco da velocidade

maxima, logo aquela que apresentou um menor valor deste coeficiente possui uma maior
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atividade enzimatica {(apresenta uma maior consiante cinética, para uma mesma
concentracio de enzimas). Este fato comprova que o PEG € agente ativador destas enzimas
como ja foi percebido por outros autores (MALINOWSKI, 2001), além de ser um meio
propicio para a catalise sem contaminac8o dos produtos {(HARRIS, 1992).
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Figura 4.13 — Curvas cinéticas de hidrolise do amido pelas amilases em extrato do
malte de miltho € em extrato de PEG 4000, a pH 5,0 e 75°C.
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Figura 4.14 — Linearizacfo peio método de Lineweaver — Burk das curvas de
hidrélise do amido pelas amilases em malte e em PEG 4000, a pH 5,0 e 75°C.
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Figura 4.15 ~ Curvas cinéticas de hidrélise do amido pelas amilases em exirato do
malkte de mitho € em extrato de PEG 4000, a pH 5,0 ¢ 55°C. '
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Figura 4.16 — Linearizac@io pelo método de Lineweaver — Burk das curvas de
hidrélise do amido pelas amilases em malte € em PEG 4000, a pH 5,0 € 55°C.

As Figuras 4.17 e 4.18 representam a comparacfio entre as curvas de cinética
normal ¢ linearizada das enzimas recuperada em PEG nas temperaturas de S5 £2°C e 75 £
2°C. Observa-se por comparacfo que em ambas hi uma superacio dos dados das enzimas
em PEG a 75°C sobre as enzimas em PEG a 55°C, de forma que ambas as figuras

demonstram que na primeira temperatura as enzimas possuem uma atividade maior, ou
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seja, ha uma maior percentagem das u-amilases que as B-amilases no extrato enzimatico
em PEG, j4 que as primeiras possuem atividade 6tima 2 pH e temperatura proximos de 5,0
e 75°C, respectivamente, ¢ as segundas enzimas perderem sua atividade 2 medida que se
eleva a temperatura além do seu 6timo {(55°C). Este fato também € comprovado pelos dados
obtidos apés linearizac8o das equacBes de cinética, j& que a velocidade maxima (Vax) € @
constante catalitica (k) do extrato epnzimatico em PEG a 75° superam os valores destas

constanies para o exirato enzimatico em PEG a 55°C.
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Figura 4.17 — Comparacio entre as curvas de cinética de hidrolise do amido nas
temperaturas de 55°C e 75°C, utilizando as amilases em PEG 4000, a pH 5.0.
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Figura 4.18 — Comparacfio entre as curvas de hidrolise do amido linearizadas nas
temperaturas de 53°C e 75°C, utilizando as amilases em PEG 4000, a pH 5.0
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Abaixo s@o apresentadas as equacdes 4.02, 4.03, 4.04 ¢ 4.05 que mostram os
valores dos pardmetros dos modelos de cinética enzimatica, segundo Michaelis-Menten
linearizados por Lineweaver — Burk. As equacdes de niimeros pares representam as curvas
de cindtica linearizadas para as enzimas em make de milho ¢ as de nimeros impares
representam as enzimas recuperadas em PEG 4000, a 75 e 55°C, respectivamente, Abaixo
destas equacgdes se observa: os valores das suas respectivas correlacSes miltiplas (,R2 ), da
velocidade maxima (Vma), da constante de Michaelis -~ Menten {K,)e da constante
catalitica (kear), com suas devidas unidades. Para os cilculos das constantes cinéticas,
considerou-s¢ as conceniragdes de enzimas ([E]), como sendo as medidas das
concentragdes de proteina total nos extratos, as guais foram: (,61014 g/L ¢ 0,004979 g/L,

nos extratos enzimaticos em malte e em PEG, respectivamente.

1 - Modelo cinético linearizado para as enzimas em extrato de PEG a 75°C.

L 00101 + 1,533
v [S]
R>=09964 V, =0,6523 (g/L.min) (4.02)

K, =0006588 (g/L) k_ =13%0 (min™)

2 - Modelo cinético linearizado para as enzimas em extrato do malte de milho a
75°C.

L 00097 + 1,808
v {S]
R*=09970 V. =0,5529 (g/L.min) (4.03)

K,=001754 (g/1) &, =5451 (min™)
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3 — Modelo cinético linearizado para as enzimas em extrato de PEG a 55°C.

L 00024 + 1616
v (51
R2=09981 V¥, =06189 (g/L min) (4.04)

K_=0001485 (g/L1) k,, =1243 (min™)

4 - Modelo cinético linearizada para as enzimas em exirato do maite de mitho a

55°C.

L - 0,0024— + 1,538
v [S]

R*=09991 ¥,, =0,6504 {g/L min) (4.05)

K, =0,003690 (g/L) k_, =6417 (min™)

4.7 - Extracdo continua das enzimas o ¢ B-amilases
4.7.1 — Anilise do comportamento do sistema de extracioe utilizado

O sistema escolhido para a extraciio é decorrente da otimizacdo da recuperagdo,
anteriormente estudada (itens 4.3, 4.4 e 4.5), onde se observou que o polimero que
apresentou maior coeficiente de particdo foi o PEG 4000, com maiores atividades
enzimaticas especificas a pH 5,0; caracterizando uma maior recuperacio destas enzimas
sobre o teor de proteinas totais. Sendo assim, a extragio continua da enzima a e f-amilases
foi realizada em uma micro-coluna de palhetas perfuradas rotativas, de area livre 18% em

sistema bifasico aquoso PEG 4000/ CaCl a pH 5,0 ¢ com a composicio da “tie line™ 3.
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Os experimentos foram organizados segundo a metodologia de otimizacdo por
planejamento fatorial, j4 descrita no capitulo anterior, e os ensaios foram realizados
seguindo a ordem observada na Tabela 4.17. Esta tabela apresenta a matriz de planejamento
usada para a otimizagfio do processo de extraciic continua das enzimas. As colunas da
tabela apresentam os ensaios realizados para otimizacfio do processo, com seus devidos
fatores: rotagfo das palhetas (B) ¢ raziio entre as vazdes de alimentacio do concentrado ¢
do solvente (Rg), bem como suas varidveis codificadas (x; ¢ x, respectivamente) e as
respostas, os indices de recuperacfio (Ig), determinados experimentalmente. Entre linhas, &
possivel observar os ensaios realizados, com seus respectivos niveis e respostas encontradas

para cada um destes.

Observando-se a Tabela 4.17, nota-se que o indice de recuperagio estd
aumentando & medida que os niveis tendem para seus menores valores, ou seja, quanto
menor for a rotacdo das palhetas ¢ a razio entre as alimentagdes do concentrado e o
solvente, maior serd a recuperac@io. Contudo, percebe-se também que s6 € mdxima nos
niveis em que ambos se apresentam em valores minimos e nio nos niveis em que apenas
um dos fatores estd no minimo, veja a2 comparagio do ensaio em que ambos os fatores se
apresentam em nivel -1, com ensaios em que os mesmos se apresentam em pontos centrais,
ou mesmo um dos fatores estando em -a (-1,41) e o outro no ponto central. Isto demonstra

que além dos fatores influenciarem sobre a resposta, também ha interacdio entre os mesmos.

Todas as Figuras 4.19 até 4.22 demonstram a tendéncia do indice de recuperagio
aumentar com a reduc3o da rotac3o das palhetas e da razfo entre as vazdes. O que indica
que a transferéncia de massa entre as fases durante o processo continuo de extracfio €
melhor quanto menores forem os valores de agitacdo das palhetas e razdo entre as vazies.
Iste ocorre, devido ao aumento do tempo de contato entre as fases promover um efeito

significativo na elevagfo da taxa de transferéncia de massa (HANSON, 1968; ROD, 1966).

Isto € explicado devido & dependéncia da variagio da concentragiio em uma gota

com a 4rea interfacial e o tempo de contato, j& que o coeficiente de transferéncia de massa e
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as densidades das fases sfo considerados constantes, para esie sistema estudado. No
entanto, estas dependem do diimetro da gota, que diminuird com o aumento da agitagéo
levando conseglientemente a um aumento da area superficial da mesma e 2 um aumento na
taxa de transferéncia de massa. Contudo, a um dado tamanho da gota, esta assumird um
comportamento de esfera de corpo rigido, o que reduz a difus3o ¢ a interacfo entre as gotas
¢ logicamente a taxa de transferéncia de massa reduzir-se-4 (HANSON, 1968; ROD, 1966).

Como a extragho estava promovendo nos seus valores maximos a formacio de
uma terceira fase ¢/ ou a ocorréncia de inundacdio, pode-se constatar que a coluna estava
operando em seus limites de operacio (agitagdo ¢ alimentagbes maximas). O que explica o
fato da taxa de transferéncia de massa ser reduzida com o aumento da rotacdo das palhetas
¢ razfio entre vazdes, ja que a primeira promoveu a reducdo do tamanho das gotas a ponto
de apresentarem comportamentos préximos de esferas de corpos rigidos e a segunda

promover a redugio do tempo de contato entre as fases.

As Figuras 925 até 9.35 (em anexo), demonstram o comportamento da
concentraclo de proteinas totais nas saidas do extrato e do refinado, durante o decorrer do
tempo de extracho, em sistemas bifasicos aquosos PEG 4000/ CaCl, a pH 5,0. Todas as
figuras apresentam comportamento parecido, onde inicialmente as concentragdes no topo ¢
na base da coluna sdo maximas e minimas, decrescendo € ascendendo com o decorrer do
tempo, respectivamente, até que atinjam patamares de valores considerados praticamente
constantes, decretando um estado estaciondrio de operagdo da coluna. O valor do indice de
recuperago (Ig) no estado estaciondrio depende do nivel em que a coluna estd operando as
suas variaveis de controle, os fatores rotagdio das palhetas e a razfio entre as vazdes de

alimentacgdo, como j& foi discutido no paragrafo anterior.

Através da anilise das Figuras 9.25 até 9.35, € possivel constatar a influéncia da
rotagdo das palhetas ¢ da razdo entre as vazdes de alimentac3o, sobre o tempo para que a
extracdo entrasse em estado estaciondrio, € mutua e pode ser modelavel. Estas apresentaram

valores de tempo, para que a coluna atinja os estados estacionarios melhores, guando um
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destes fatores apresentava-se em nivel minimo. O menor destes foi para o ensaio 3, com a
rotacgio das palhetas em nivel -1 e a razlio entre vazdes de alimentacio em nivel +1, sendo o
em 10 minutos tempoe necessdrio para o estado estacionario. Em média. os experimenios

apresentaram os tempos para que se atinjam os estados estaciondrios proximos de 60
minutos.

Tabela 4.17 — Matriz de planejamento contendo os dados obtidos ap6s a conclusio
da otimizacdo da extragic continua das enzimas o ¢ B-amilases, em SBA PEG 4000/

CaCly, a pH 5.0.

Ensaio R (rpm) Rg X1 X2 Ir
i 75,00 i/l -1 -1 10,47
2 125,06 i1 +1 -1 5,332
3 75,00 Y2 -1 +1 7,340
4 125,60 Y% +1 +1 0,4830
5 1000 Ya 0 0 4,529
6 100,0 Ya 0 0 4,438
7 106,0 Ya 0 0 4,595
8 64,60 Ya -1,41 0 9,961
9 100,60 2/5 0 -1,41 2,335
16 135,4 % +1,41 0 1,532
11 160,0 11/10 0 +1,41 8,353

4.7.2 — Otimizacio da extracio continua

Neste item sera discutido a otimizacdo da extragdo continua das enzimas « e B-
amilases, em sistema bifasico aquoso PEG 4000/ CaCl, em uma micro-coluna de extracio

liquido-Hquido com palhetas rotativas com area livre de 18%. Os modelos a serem testados
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foram de formas linear e guadritica obtidos pelo método do ponto central e esirela,

respectivamente.

As Figuras 4.19 ¢ 421 ¢ as Figuras 420 e 422 e as eguacBes 4.06 e 4.07,
apresentam as superficies de resposta, as curvas de niveis ¢ as equacBes obtidas dos
modelos linear e gquadrético, respectivamente. Todas as figuras comprovam ¢ gue ja foi
explicado anteriormente scbre a tendéncia do coeficiente do indice de recuperacio {{z)

aumentar com a reduciio da rotacio das palhetas ¢ da razdc entre as vazies.

As Tabelas 4.18 ¢ 4.19 apresentam as analises de validade dos modelos peia
metodologia ANOVA. E possivel se observar que ambos os modelos apresentam boa
significéncia, jA que Fey; € muito maior que Fupi1, porém os dados nio se ajustaram ao
modelo linear Fo 2 € muito maijor que Fup2, enquanto que para o modelo quadrético isto se
inverte, indicando que os dados se ajustam a este modelo. Esta andlise também ¢€
comprovada ao observarmos a porcentagem de varidncia mAxima explicdvel, a
porcentagem de variincia explicdvel e o coeficiente de determinagfio. A primeira € tima
para ambos os modelos, j& que est relacionada com os desvios quadréticos das repeti¢cdes
(S0.) no ponto central € quanto menores estes forem, maior serd a porcentagem de
variagio maxima explicivel dos modelos. Ja as outras variaches, s@io parecidas e
dependentes da regressio, ou seja, quanto maior a aproximacio dos desvios quadraticos
devido a regressio (50x) dos desvics quadraticos totais {§@Qr), maior serd a aproximacio

destas variacdes aos seus maximos, mais ajustado estard o modelo.

A andlise da varidncia dos modelos indica que modelo quadratico ¢ significative e
descreve perfeitamente o comportamento do indice de recuperaciio (Ix) sob efeito da
rotagdo das palhetas perfuradas com area livre de 18% ¢ razdes entre vazbes das
alimentacBes do concentrado e do solvente nas faixas utilizadas durante o processo de
extracdo continua das enzimas amilases em uma micro-coluna de extracdo liquido-liguido,
utilizando o sistema bifasico aguoso PEG 4000/ CaCl: a pH 5,0 com composicio da “tie

line” 3, descrita anteriormente. Sendo assim, a equagio modelo 4.07, pode ser utilizado
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para prever os valores do indice de recuperaciio destas enzimas desde que as condigdes

utilizadas no processo se enquadrem as do experimento aqui descrito.

fth,

kS

G - g, —, i s T

4

Figura 4.19 — Superficie de resposta para o modelo linear da extragiio continua -
Meétodo do ponto central.

1,0

6.9
R (rpm)

1,0

Figura 4.20 — Curvas de nivel para o modelo lincar da extraclic continua das
enzimas ¢ ¢ B- amilases — Método do ponto central.
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A expressio abaixo representa a equacgdo do modelo linear otimizado da extraclo
continua das enzimas « e B-amilases em sistema bifasico aquoso PEG 4000/ CaClh —
Método do ponto central. Observa-se que cada estimativa de par@imetros apresenta,

relacionado abaixo, seu respectivo erro padrio.

Ix = 5313 -2.999R -1995R, {4.06)

(+0,030) (+0,039) (£0.039)

Tabela 4.18 — Analise da varincia (ANOVA) do modelo lincar da extragio
continua das enzimas o ¢ B-amilases em SBA PEG 4000/ CaCl; a pH 5,0,

Fonte de Soma Graus de Meédia
_— L. . ; . Feae. F‘Tab
Variagdo | Quadratica | Liberdade | Quadratica
Regressfio 51,896 2 25,948
Residuos 4,043 4 1,011 25,674 6,94
Falta de
) 4,030 2 2,015
Ajuste
Erre Puro 0,012 2 0,006 324,269 19.00
Total G3,231 5
% de varidncia explicavel 55,66
% méxima varidncia explicavel 99,99
Coeficiente de Determinagiio (R 10,5566

A Figura 4.2]1 mostra a superficie de resposta da recuperagio sob a agfio dos
fatores rotagfio das palhetas ¢ razdo entre as alimentagdes. Observe que a superficie foi
dividida em regides de coloragbes graduadas e diferentes que indicam os maximos e os

minimos obtidos pela equaciio do modelo otimizado. Entretanto, percebe-se que 0s pontos
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de maximo ndo alcancaram a regific de maiores valores de particiio, o que indica que a
coluna estava operando em regiGes intermedidrias ao Stimo de operacio da mesma. O que €
perceptivel através da andlise dos valores experimentais, J4 que ac se aumentar os valores
das variaveis de controle do sistema (os fatores) a particio se reduzia bruscamente, devido
& instabilidade da regifio onde a coluna fo1 operada. Isto acusa que se deve mudar a regifio
de trabalho, baixando os valores dos fatores, para uma melhora nos valores da recuperagio,

o que poder4 ser feito em trabalhos futuros.

Figura 4.21 - Superficie de resposta para o modelo quadratico da extraco continua

das enzimas o ¢ B-amilases - Método estrela.

Através de analise da Figura 4.22 que mostra as curvas de niveis obtidas pela
analise da equagio do modelo otimizado da extracio continua das enzimas o ¢ f-amilases,
pode-se comprovar o que foi dito anteriormente sobre a analise da superficie de resposta.
Esta figura mostra as curvas obtidas por uma visfic da projeclo da superficie de resposta
sobre o plano da rotagdo das palhetas e da razio entre vazdes. Desta forma, ela demonstra
as regifes de maximo ¢ de minimo para facilitar a compreensfio, porém sem analogia ao
controle do equipamento. As curvas mais escuras {marrom) mostram que a regifio de otimo
de operaglio da coluna ainda nfio foi totalmente explorada ¢ desta forma, ao se reduzir os
valores dos fatores se alcangara maiores valores para o indice de recuperagho (Ig). ¢ que €

de boa valia a qualidade e valor do produto.
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2.0 ,5
R (rpm)

Figura 4.22 — Curvas de nivel para o modelo guadratico da extracBo continua das

enzimas ¢ ¢ -amilases — Método estrela.

A expressdio abaixo representa a equagic do modelo quadratico otimizado da
extracdo continua das enzimas « e fi-amilases em sistema bifasico aquoso PEG 4000/
CaCl, —~ Método estrela. Observa-se que cada estimativa de pardmetros apresenia,

relacionado abaixo, seu respective erro padro.

I, = 4520 ~2,994R —2056R, +0,705R*> +0,504R2 —0.430RR,
v o7

(£0,046) (+0,028) (+0,028) (30,033) (20,033) (20,039)
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Tabela 4.22 — Anédlise da varidncia (ANOVA) do modelo linear da extracdo
continua das enzimas o ¢ B-amilases em SBA PEG 4000/ CaCl, a pH 5,6

Fonte de Soma Graus de Média
Variagio | Quadratica | Liberdade | Quadratica Feac Fras
Regressio 109,551 5 21,910
Residuos 0,302 5 0,060 368,860 5,06
Falta de
] 0,289 3 0,096
Ajuste
Erro Puro 0,012 2 0,006 15,528 19,16
Total 109,871 10
% de variincia explicavel 99,71
% maxima variincia explicdvel 99,99
Coeficiente de Determinagio (R%) 0,9971
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5 - CONCLUSOES

Os estudos visando a caracterizacdo do sistema bifasico aguoso PEG/ CaCls

permitiram as seguintes conclusdes:

¢ As binodais apresentaram comportamentos assintoticos com os eixos PEG/
CaCly, mostrando que para a formac8o de duas fases, neste sistema, devem ser utilizadas
baixas concentracOes de PEG e sal, que ¢ de grande valia, j& que um menor uso destes

reduz ¢s custos do processo.

¢ O pH e as massas molares ndo apresentaram efeito sobre o comportamento das
binodais, o que demonstra a necessidade de um estudo mais aprofundado deste sistema;
embora varios autores ainda demonstrem que estes efeitos sobre os SBA’s ndo possul

comportamento totalmente definido (DIAMOND & HSU, 1992).

¢ Como os pontos de mistura para determinagdo das “tie lines”, apresentaram
baixas concentracdes de PEG e sal, logo, se utilizard pouco reagente para obter a razio
volumétrica no SBA PEG/ CaCl,.

¢ A modelagem da dependéncia da parti¢iio de proteinas totais com o pH, a
composi¢io da “fie line” e a massa molar do PEG, em sistemas bifasicos aquosos PEG/
CaCl2, mostrou que 75% dos modelos apresentaram significincia estatistica. Com boas
porcentagens de variagGes explicdveis, dtima percentagem de maxima variacdo explicdvel e

correlacdes melhores que as apresentadas por GUNDUZ (2001) e BERNARDO (2000).

0 O modelo que obteve um ajuste estatisticamente significative foi o modelo
linear contendo K como resposta, ja que suas correlagdes estiveram préximas de 1.0 e

pelos testes F de comparacio entre dados, baseado na curva Gausiana, ele mostrou que nio
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apresenta variacio significativa dos dados com relaco 4 média global, nem tdo pouco

acumulou residuo devido a erros experimentais.

¢ Os coeficientes de particio das enzimas o e B-amilase nos SBA’s PEG/ CaCls,
comportaram-se segundo a literatura e seus valores chegam a ser seis vezes maior que 0s
enconirados por FURUYA et al. (1995 ¢ 1996) e BLASQUEZ et al. (1998), quando estes

estudaram as mesmas enzimas em SBAs PEG/ Dextrano e PEG/ MgS0Oyq, respectivamente.

¢ Como a atividade enzimatica especifica, € um indicador do grau de pureza da
enzima no material protéico total, logo, como as maiores atividades enzimaticas se
apresentaram nos exiratos PEG/ enzima a pH 5.0 e como a maior particdo se apresentou no
PEG 4000, entho, estes resultados caracterizam a “tie line” 3 do SBA PEG 4000/ Call; a

pH 5,0; como o melhor sistema a ser utilizado na purificacdo das enzimas.

¢ Na extracio continua das enzimas « ¢ f-amilases em sistema bifasico aquoso
PEG 4000/ CaCl2 a pH 5,0; numa micro-coluna de extracdo liquido-liquido com palhetas
rotativas perfuradas de area livre de 18%, observou-se que as concentracdes de proteina
total das saidas do extrato ¢ do refinado se comportaram como descrito na literatura, com
ambas as curvas assintoticas e reversas, sendo que a curva de proteinas do extrato decai
enquanto que a da saida do refinado ascende com o tempo. O tempo para que a coluna

atinja o estado estaciondrio foi de aproximadamente 60 min, nas condi¢des usadas.

¢ A particio durante a extracio continua alcancou valores duas vezes maiores
que a extracdo em batelada, além de que, o tempo para que sejam atingidos os estados de
equilibrio na transferéncia de massa em sistema continuo é reduzido para cerca de uma
hora, enquanto que no sistema em batelada este foi de dois dias. Estes fatos mostram que o

emprego da primeira € mais viavel economicamente que o da segunda.
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¢ A otimizacdo da extragdo continua das enzimas o e B-amilases mostrou que o
modelo que melhor descreve a particBo no estado estaciondrio se apresenta na forma
guadratica com os fatores rotacio das palhetas e razfio entre as alimentagles do
concentrade e do solvente. Este modelo obteve oOtima correlagio maltipla e otimas
porcentagens de variacfo explicidvel e maxima explicidvel, bem como todos os testes Fs
deram significincia e ajuste a0 mesmo. Desta forma este modelo pode ser utilizado para
predizer os valores da parti¢io, no estado estaciondrio, destas enzimas nas condigdes usadas

no experimento.

0 A operacdio da coluna durante a extracio requer cuidados minuciosos com o
controle das varidveis, pois se ocorrer um leve descuido no valor de uma destas varidveis a
particdo podera cair bruscamente, j& que a equacfio de controle que rege o coeficiente de
particdo no estado estaciondrio de operagdo da coluna € quadratica com os fatores rotagio
das palhetas e razdo entre as vazdes, ou seja, a um leve descuido no controle destas, a
coluna deixara de estar operando em niveis de maximo de particio para operar em niveis de
minimo, o que acarreta prejuizos econdmicos devido & obtencio de produtos de péssima

qualidade.

¢ O estudo cinético enzimatico comparativo entre as enzimas o e J-amilases nas
formas de malte de milho e de extrato em PEG 4000, ambos a pH 5,0 e temperaturas de 35
+ 2°C e 75 £ 2°C, demonstrou que as enzimas recuperadas em PEG 4000 possuem uma
maior velocidade maxima, para ambas as temperaturas, que as enzimas em malte de milho,
o que jA foi comprovado durante a particdo em batelada, onde o valor da atividade
especifica do extrato enzimatico em PEG foi superior ao extrato enzimatico em malte a
temperatura ambiente (30 + 2°C). Também se pode concluir que ha uma maior atividade
das enzimas o-amilases que as [-amilases, j& que ao serem comparados as constantes
cinéticas e a velocidade de méxima de reagho, obtidos nas devidas temperaturas e pH
otimos de cada enzima (75°C e 55°C), percebeu-se que os valores da primeira superaram os

valores da segunda.
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¢  Este trabalho foi de grande validade, pois agregou valor a uma cultura muito
difundida nacionalmente, que possut baixo valor no mercado, o milho, pois através do
emprego do mesmo na maltagem para gerar as enzimas o« ¢ P-amilases, e posterior
recuperagfo destas em sistema bifdsico aguosc PEG/ CaCl, aumentara a atividade
enzimética destas, atividade esta, muito desejada pelas industrias alimenticias e outros tipos
de industrias, que se utilizam destas enzimas. Com o aumento da atividade enzimdtica, serd
elevada a procura das enzimas amiloliticas de malte de milho recuperadas em PEG, para
que possam ser utilizadas em processos fermentativos que decomponham o amido, como a
producio de farinhas modificadas para panificacdes, producio de cerveja, producdo de

alcool a partir do amido, e outros.
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6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir das idéias surgidas pela constante aceptacfo de conhecimento sobre o
assunto durante o desenvolvimento deste trabalho, pode-se sugerir alguns temas para

possam ser trabalhados futuramente:

e Otimizar as condigdes de operagdo da coluna de extracfio em regides que se
aproximam do méximo, para que desta forma possam ser encontradas
regifes de maximos estavels, e desta maneira contribuir para um melhor

controle da operac3o coluna na recuperacfo destas enzimas;

e« [Estudar o processo de extracio continua com a variag8o da area livre da
patheta, bem como otimizar as condigbes de operagiio da coluna de
extracdo utilizando, além das demais varidveis independentes estudadas

neste trabalho, a 4rea livre das palhetas.

e Recuperar outras enzimas no SBA PEG/ CaCl,, tais como a bromelina, a

papaina, a celulase, a tripsina, quitosana, etc.

e Estudar a recuperagdo das amilases de malte milho em diversos sistemas
bifasicos PEG/ policaju, PEG/ Reppal, PEG/ Dextrana, PEG/ NaCl, PEG/
Fosfato, e outros, para compara as parti¢des entre eles e assim definir qual

o melhor sistema a ser utilizado na recuperagdo destas enzimas.

¢ Utilizar amilases de microrganismos na recuperacdo com o SBA PEG/

CaCl> e comparar suas atividades com as amilases de malte milho.

s Ampliar a escala do experimento, e estudar a influéncia da altura da
coluna, da agitacdo e da area livre das palhetas ¢ da razdo entre as
alimentacGes sobre a transferéncia de massa e a particio, durante a

operacgéo da coluna.
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9 - ANEXOS

9.1 — Binodais dos sistemas bifdsicos aguosos PEG/ CaCl,

As Figuras 9.01 ate 9.09 representam as “binodais” obtidas neste trabalho para o

SBA PEG /CaCls.
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Figura 9.01 - Curva de equilibrio liquide- liquido do sistema bifasico aquoso PEG

4000/ CaCl, (Binodal) a pH 5,0.
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Figura 9.02 - Curva de equilibrio liquido- liguido do sistema bifasico aquoso PEG

6000/ CaCl; (Binodal) a pH 5,0.
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Figura 9.03 - Curva de equilibrio liquido- liquido do sistema bifasico aquose PEG

8000/ CaCl; (Binodal) 2 pH 5,0.
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Figura 9.04 - Curva de equilibrio liquido- liquido do sistema bifasico aquoso PEG

4000/ CaCl; (Binodal) a pH 6.0.
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Figura 9.05 — Curva equilibrio lHquido- liquido do sistema bifésice aquoso PEG

6000/ CaCl; (Binodal) a pH 6.0.
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Figura 9.06 — Curva equilibrio liquido- liquido do sistema bifasico aquoso PEG

8000/ CaCl, (Binodal) a pH 6,0.



Capituio 9 — Anexos 200

pH 7 0
50 —
-1
|
B
40 - l
pg [
f=] H
=] e
=+ 30 =
]
o 4
31} ]
o 20 \
= E
\"\«.
o Mt—-——- -
T T T T T 4 T 13 A 1
o 5 10 18 20 25 30 35 40
% CalCli,

Figura 9.07 — Curva equilibrio liquido- liquido do sistema bifasico aquoso PEG
4000/ CaCl, (Binodal) a pH 7,0.
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Figura 9.08 ~ Curva equilibrio liquido- liquido do sistema bifasico aquoso PEG
6000/ CaCl; (Binodal) a pH 7,0.
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Figura 9.09 — Curva equilibrio liquido - liquido do sistema biféasico aquoso PEG
2000/ CaCl, (Binodal) a pH 7,0.

9.2 — Tie lines dos sistemas bifasicos aquosos PEG/ Ca(;

As Figuras 9.10 ate 9.18 representam as “tié lines” obtidas neste trabalho para o
SBA PEG /CaCl,.

-a-—— Binodal pH 5,0
—e— Tige line 3

—a T ig line 2

g T i line 1

—e— Linha de amarracgéo

PEG 4000

?

Figura 9.10 — Comprimentos das linhas de amarraco (“tie lines™) a pH 3,0
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g Binodal pH 5.0
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Figura 9.11 — Comprimentos das linhas de amarragio {“tie lines™) a pH 3,0.
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Figura 9.12 — Comprimentos das linhas de amarragdo (“tie lines™) a pH 5,0.
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80 - —u-- Binedal pH 6.0 |
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Figura 9.13 -- Comprimentos das linhas de amarrago (“tie lines™) a pH 6.0.
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Figura 9.14 — Comprimentos das linhas de amarracio (“tie lines™) a pH 6,0.
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Figura 9.15 — Comprimentos das linhas de amarragdo (“tie lines™) a pH 6,0.
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Figura 9.16 — Comprimentos das linhas de amarragio (“tie lines™) a pH 7,0.
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Figura 9.17 — Comprimentos das linhas de amarragéo (“tie lines™) apH 7.0
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Figura 9.18 — Comprimentos das linhas de amarracdo (“tie lines™) a pH 7.0.
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9.3 — Otimizacio da particae de proteinas em SBA PEG/ CaCl

9.3.1 Analise de varidncia dos modelos que nfo se ajustaram

A regressdo pelo método dos minimos guadrados dos dados obtidos
experimentalmente do coeficiente de particio (K) seguindo os modelos utilizados para
prever a influéncia dos fatores pH, composi¢io das “tie lines” (TL) e massa molar dos
polimeros, gerou a equacio 9.01, 902 e 903 que representam os modelos de
comportamento linear como K e InK, obtido pelo método do ponto central. Suas analise de
varidncia seguem nas tabelas 9.01, 9.02 e 9.03, que demonstram a falta de ajuste dos dados
aos modelos, através da analise dos testes F, embora alguns deles apresentaram correlagdes

- multiplas e porcentagens de varidncias proximas de seus maximos.

K =3314 + 0,49%pH + 0636TL - 0,551MM,, ©9.01)

(£0,015)  (£0,018)  (20,018)  (+0.018)
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Tabela 9.01 — Analise da varidncia do modelo linear para a otimizacio da partigio

de proteinas em sistemas bifasicos aquosos PEG/ CaCly, tendo K como resposta.

Fonte de Soma Graus de Média |
e (e . L. I:'calc F tab
Variagdce | Quadratica | Liberdade | Quadratica
Regressdo 5,188 3 1,729
Residuos 2,803 7 0,400 4319 438
Falta de
) 2,798 5 0,560
Ajuste
Erro Puro 0,005 2 0,003 220,880 19,30
Total 7.991 10
% de varidncia explicavel 64,923
% maxima variancia explicavel 99,937
Coeficiente de Determinacgio (R"2) 0,6492
InK =1,166+0,149 pH + 0,196 TL - 0,169 MM ,,,... ...
(£0,005) (0,005) (0,005 (0,005
(9.02)

.- 0,014 pH.TL + 0,011 pHMM ., +0,024TLMM
(0,003) (0,005) (0,005)
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Tabela 9.02 — Anélise da varidncia do modelo 9.02 para a otimizacio da particio

de proteinas em sistemas bifasicos aquosos PEG/ CaCls, tendo /nK como resposta.

Fonte de Soma Graus de Média -
Variagio | Quadrdtica | Liberdade | Quadratica e Fo
Regressédo 0,721 6 0,120
Residuos 0,018 5 0,004 53,120 4,95
Falta de
Ajuste 0,011 2 0,006
Erro Puro 0,000 2 0,000 23,223 19,00
Total 0,731 10
% de varidncia explicavel 88,54
% méxima varidncia explicavel 99,94
Coeficiente de Determinacgdo (R"2) 0,9854
K =3.282+0,539 pH +0,6817L-0,5063 MM ,,,, ...
(0,015) (0,018)  (0,015) {0,015}
(9.03)

..+ 0,009 pH TL -0.099 pH MM ,; - 0,076 TL. MM ,,,,

(0,015) (0,015) (0,015)
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Tabela 4.03 — Andlise da varidncia do modelo na forma de um plano gerado pela

equacdo 9.03 para a otimizag8o da particdo de proteinas em sistemas bifésicos

aquosos PEG/ CaCls, tendo K como resposta.

Fonte de Soma Graus de Média .
Variacio | Quadrdtica | Liberdade | Quadratica e Fu
Regressio 0,821 6 0,134
Residuos 0,426 5 0,085 16,057 4,95
Falta de
0,421 2 0,211
Ajuste
Erro Puro 0,005 2 0,002 83,125 19.00
Total 0,799 10
% de varincia explicdvel 102, 8
% maéaxima varidncia explicavel 99,94
Coeficiente de Determinago (R"2) 1,028

9.4 - Curvas de extraciio continua das enzimas ¢ e P - amilases

As Figuras 9.25 ate 9.35 apresentam as curvas de extracio continua em SBA PEG

4000/ CaCl,, a pH 5,0; em coluna de palhetas rotativas com drea livre de 18%, a cada

ensaio.
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Figura 9.25 — Ensaio 01 — Rotagfes = 75 1pm e razdo entre vazdes = 1/1.
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Figura 9.26 — Ensaio 02 — RotacOes = 125 rpm e razfo entre vazdes = 1/1.
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Figura 9.27 — Ensaio 03 — Rotages = 75 rpm e razio entre vazdes = 1/2.
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Figura 9.28 ~ Ensaio 04 — Rotagdes = 125 rpm e raz80 entre vazdes = 1/2.
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Figura 9.29 — Ensaio (5 ~ Rotages = 100 rpm e razfio entre vazdes = 3/4
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Figura 9.30 — Ensaio 06 — Rotagdes = 100 rpm e razfo entre vazdes = 3/4.
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Figura 9.31 — Ensaio 07 — Rotacdes = 100 rpm ¢ raz8o entre vazdes = 3/4.
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Figura 9.32 — Ensaio 08 - Rotagdes = 64,6 rpm e razdo entre vazdes = 3/4.
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Figura 9.33 — Ensaio 09 — Rotagdes = 100 rpm e razfo entre vazdes = 2/5.
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Figura 9.34 — Ensaio 10 — Rotagdes = 135 rpm e razdo entre vazdes = 3/4.
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Figura 9.35 — Ensaio 11 — Rotagdes = 100 rpm e razfio entre vazdes = 11/10.



