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RESUMO

Sistemas aquosos bifasicos compostos por 14% de polietileno glicol 1550 ¢ 18% de
fosfato de potassio, pH 7, foram empregados para a separagdo de biomoléculas por
meio da extragio liquido-liquido em uma unidade horizonta! do tipo Graesser, operada

continuamente e em modo contracorrente.

O desempenho do equipamento fo caracterizado a partir da analise de distribuicfo de
tempos de residéncia, do coeficiente de mistura axial nas fases ricas em polietileno
glicol ¢ em sal, dos estudos do "hold up" da fase polimérica ¢ da transferéncia de
massa. As caracteristicas hidrodindmicas descritas para 0s sistemas orginicos
tradicionais foram reproduzidas nos experimentos COm sistemas aquosos bifasicos. Na
‘faixa de velocidades de agitagio estudada, de 3 pm a2 9 1pm, 08 dois liguidos se
dispersaram mutuamente, nao formando fases continna e dispersa distintas. Os tempos
de residéncia médios foram de 60 min e de 90 mun parz as fases polimérica ¢ salina,

respectivamente.

O estudo da transferéncia de massa foi fundamentado na particio das proteinas soro de
queijo, ¢t-Jactoalbumina e R-lactoglobulina, com uso na formulagdo de suplemento

alimentar para lactentes, gestantes ¢ pacientes que recebem medicamentos por via
parenteral. O processamento visou isolar a PB-lactoglobulina, identificada como o

principal componente alergénico do leite bovino.

As condigbes operacionais mais favoriveis & separagdo das proteinas foram velocidade

de rotagio de 3 rpm e baixas relagdes de vazio entre as fases. A quantidade de
proteinas de soro em pd, tratada diariamente, foi de aproximadamente 600 g A -

lactoalbumina foi concentrada na fase polimérica e a f3-lactoglobulina permaneceu na

fase salina, sendo assim satisfatoriamente separadas em fases distintas.

it



ABSTRACT

The isolation and purification of o-Lactalbumin and B-Lactoglobulin from whey were
studied using an aqueous two-phase system based on polyethylene glycol and
potassium phosphate. Continuous extraction experiments were carried out m 2
Graesser Raining Bucket Contactor. The performance was characterized by
determining the axial mixing coefficients and counter current mass transfer of -
{ actalbumin. The influence of rotor speed, phase ratic and phase velocity on the axal
mixing coefficient was analyzed applying a dispersion model to the residence time
distribution experiments. The mean residence time was 60 min for the PEG rich-phase
and 90 min for the salt-rich phase. When dissolving dry whey powder in the salt-rich
phase of the system o-Lactalbumin was extracted to the polyethylene glycolrich
phase, whereas B-Lactoglobulin predominantly remained in the bottom phase, making
the process suitable for the removal of the major antigen, B-Lactoglobulin. The mass
transfer in the two-phase system was determined from the steady state data of o-
Lactalbumin extraction. On the basis of 2 diffusion model, the efficiency of the counter
current extraction under different process conditions was calculated from these
measurements. More than 600g of dry whey proteins could be processed per day in the

small scale Graesser Contactor employed.

xiv



INTRODUCAO

A wiabilidade da comercializagfo € da produgiio em escala industrial de substincias
obtidas por meio da biotecnologia dependem significativamente das técnicas de
separagdo empregadas na purificagio do composto desejado. As caracteristicas de
baixa concentrago inicial, os requisitos de alta pureza dos produtos, a sensibilidade
térmica e a necessidade de preservar as principais propriedades dos compostos tornam
esta etapa uma das mais onerosas nos custos globais de produgdo. Assim, a etapa de
purificagio requer um método biocompativel e econdmico (ATKINSON & SAINTER,
1982).

A utilizaglio da extragiio liquido-liquido para a recuperagio de acidos orgénicos ¢ de
moléculas pequenas, como de etanol, é apresentada na literatura como Promissora,
entretanto, quando se trata do processamento de biomoléculas, o nimero de solventes
capazes de conjugar solubilidade e estabilidade € muito limitado (MATTIASON &
LARSSON, 1985). No caso de punificaco de biomoléculas, wma variante da extragio
liquido-liquido tradicional vem sendo testada com sucesso. E a extrac3o com sistemas
aquosos bifasicos, SAB. Sdo sistemas de extragio constituidos por duas fases aguosas
imisciveis ou parcialmente miscivels, obtidas pela adigfio de dois polimeros hidrofilos,
como o polietileno glicol (PEG) e a dextrana, ou de um destes e um sal, como 0 PEG e
o fosfato de potassio. Os polimeros podem ser sintéticos ou naturais. O PEG é um éter

poliménico sintético e a dextrana ¢ wma cadeia de agicar natural.

Devido ao alto contelido de 4gua presente no sistema € possivel separar ¢ purificar
substéincias de origem biologica sob condigBes amenas em um ambiente adequado, de
forma a preservar suas principais caracteristicas (KULA er afii, 1982; ALBERTSSON,
1986). E importante destacar o crescente interesse relacionado com a aphcagdo dos
SAB no tratamento destes compostos. Tem sido enfatizada a ampliagio de escala de
laboratério para planta pilote (HUSTED er alii, 19853: PAPAMICHAEL ef
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alii, 1992), a modelagem do processo de particio dos componentes (KING et alii,
1988; GROBMANN et alii, 1993; EITEMAN, 1994) e o desenvolvimento de novos
sistemnas de fases (SZLAG & GIULIANO, 1988). A extragdo com SAB apresenta
vantagens sobre outros processos de purificagio, como centrifugagio ou precipitagio
fracionada, quando s#io consideradas misturas complexas de proteinas. O emprego dos
SAB em diferentes tipos de extratores, para purificagdo de proteinas, tem apresentado
bons resultados (HUSTED et alii, 1985b; ORTIN ef alii, 1992).

O interessante do emprego de SAB na extragio liquido-liquido reside na
disponibilidade de equipamentos ja desenvolvidos, cujo desempenho €, a0 menos em
parte, conhecido. No entanto, o projeto destes equipamentos fem por base estudos
realizados em sistemas quimicos tradicionais, enquanto as pesquisas voltadas aos
sistemas de interesse atuais se concentram na escolha de solventes, na determinagio do
equilibrio de fases e dos coeficientes de partigdo, evidenciando a necessidade do
estudo operacional e de transferéncia de massa para esta operagdo umtana aplicada a

bioseparagoes.

Operagbes continuas na extragho convenciomal com solventes estdo bem
fundamentadas. Estudos preliminares usando SAB em colunas ja foram reahizados. A
tensdo interfacial esta em torno de 1 a 3 ordens de grandeza abaixo daquela encontrada
em sistemas agua-solvente orginico. Assim, um dos problemas do emprego de SAB
em equipamentos projetados para sistemas classicos € a inundagdo. Outra dificoldade
surge da diferenca de viscosidade entre as fases, que € especialmente elevada para
sistemas contendo biomassa (KULA, 1990). Apesar destes aspectos desfavoraveis, a
aplicabilidade de SAB para a purificagdo continua de proteinas ja foi demonstrada por
HUSTED et alii (1985b) ¢ ORTIN et alii (1992) usando diferentes sistemas de

extragio,
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Segundo KULA (1990) a purificagio pode ser conduzida em operagdo continua e
modo contracorrente, usando os equipamentos da classica extragio lguido-liquido.
Esta técnica reduz os custos fixos e vanaveis, possibilita a automagio do processo, a
reciclagem continua dos produtos quimicos (GREVE & KULA, 1991b), diminui o
terapo de processamento e minimiza o espago fisico ocupado, ja que as unidades nio
s3o volumosas. ALBERTSSON (1986) descreveu a operagdo de uma unidade Craig,
em modo contracorrente, empregando sistemas PEG-dextrana. KULA et alii (1982)
pesquisaram a extragio de formiato desidrogenase (FDH) com sistemas PEG-sal.
HUSTED er alii (1988) analisaram o processo continuo em uma coluna Kuhmi, em um
extrator Graesser, em uma coluna Podbiclniak e em uma unidade misturadora-

decantadora usando SAB.

Em operagio semicontinua, SAWANT et alii (1990), PATIL e/ alii {1991) ¢
JAFARADARB et alii {1992) avaliaram a fragdo volumétrica da fase dispersa, “hold
up”, e o coeficiente de transferéncia de massa para a albumina de soro bovino (ASBj) e
para a amiloghicosidade (AMG). Para a purificagio da ASB foram empregadas as
colunas ‘spray” ¢ York-Scheibel operando com sistemas PEG-dextrana e PEG-fosfato
de potassio, respectivamente. Para a separagiio da AMG foi utilizado o sisterna PEG-
sulfato de sodio nas colunas York-Scheibel e empacotada. J4 PAPAMICHAEL et alii
(1992) estudaram um esquema com wm {nico estigio tedrico para purificagio de
proteinas, De fato, o projeto destes processos, particularmente no caso de purificagéo
de biomoléculas é insatisfatério e impreciso, recorrendo com frequéncia 2 algumas
regras qualitativas e a procedimentos semi-empiricos, justificando portanto 2

necessidade de aprofundar esta linha de pesquisa.

O extrator Graesser, desenvolvido por COLEBY em 1962, visava imicialmente tratar
sistemas de extragdio tradicionais com as particularidades de baixa tensdo interfacial ¢

pequena diferenga de densidade entre as fases. Como ja citado, estas s30 as mesmas
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propriedades apresentadas pelos SAB. Assim, este tipo de equipamento €, & principio,

apropriado para o trabalho com SAB.

A purificagio de proteinas usando SAB no extrator Graesser leva necessanamernte &
especificagiio de um sistema real para comprovagio dos resultados. Um grupo de
proteinas com requisitos para este tratamento € aquele composto pelas proteinas do
soro de queijo. A produgdo mundial de soro foi estimada em tomo de 90 milhdes de
toneladas/ano (LEBENTHAL, 1975) nos anos 70 ¢ em tomo de 145 milhdes de
toneladas/ano no inicio dos anos 90. Normalmente 60% do soro ¢ utilizado para a
producio de lactose e ragho ammal (GATT, 1991} O restante ¢ geralmente
manipulado como residuo ou descartado sem tratamento, aumentando 0s riscos de
contaminagdo ambiental devido ao alto teor da demanda bioguimica de oxigénio

{40000-50000 p.p.m; PEREA et alii, 1993).

O contetido de proteinas do soro bovino é de 6-9 g/l, representando um grande
potencial disponivel. O soro, além de ser uma fonte de proteinas de baixo custo, tem
também a vantagem de no necessitar de pré-tratamento para o seu processamento em
larga escala, Uma forma de reuﬁliiar as proteinas para o consumo humano ¢ emprega-
las em formulacdes de alimentos infantis. Entretanto, deve-se considerar que 0 uso
direto do soro nos leites infantis, por exemplo, eleva o conteudo de B-lactoglobulina (B
-lg) quando comparado com o leite materno, que apresenta somente residuos de PB-ig.
A B-lg ¢ conhecida como o principal componente alergénico do leite bovino, tanto que
um dos objetivos do processamento das proteinas do soro € a redugio do conteado de
B-lg, a0 mesmo tempo em que sdo retidas as outras proteinas (MAKINEN-KILTUNEN
& SORVA, 1993).

Baseado no estudo dessa literatura, o soro de queijo foi escothido como meio real para

o estudo da separagio de proteinas, usando os sistemas aquosos bifésicos, em um

exirator (Graesser.



OBJETIVOS

* Analisar a viabilidade do uso de sistemas aquosos bifasicos em um extrator liguido-

liguido do tipo Graesser.

* Caracterizar o equipamento em termos hidrodindmicos, determinando a distribuigio

de tempos de residéncia, coeficiente de mistura axial e “hold up”.

* Fetudar a transferéncia de massa e determinar o nimero de unidades de transferéncia

para o equipamento com base no transporte de proteinas.

* Como aplicagdo para um caso real, separar as proteinas Q-lactoalbumina e f-
factoglobulina do soro de queijo, visando a formulagiio de um alimento infantil, para

pacientes com alergia ao leite bovino.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Sisternas Aquosos Bifdsicos

Sistemas aquosos bifasicos formam-se & partir da adigfo de solugdes aquosas de dois
polimeros hidréfilos, como PEG e dextrana, ou de um polimero e um sal, como PEG e
fosfato de potdssio. Constiftuem um meio conveniente e adequado para a extragio de
substincias de origem biologica pois a constituigdo das fases, entre 70% ¢ 90% de
agua, proporciona um ambiente ameno para o trabalho com compostos biologicamente
ativos, preservando sua estabilidade molecular € assim permitindo 0 seu

processamento neste meio.

A separaciio espontinea, em fases distintas, decorrente da adigfo de solugBes aquosas
de dois polimeros foi inicialmente observada pelo microbiologista holandés Beijerinck,
em 1896, ao misturar agar com gelatina ou amido solivel. A fase inferior for
enriquecida em agar e a supenor em gelatina (ou amido). Em 1956, ALBERTSSON,
constatou que sisternas formados por polimeros soliveis e solventes orglnicos também
possibilitavam a partigio de materiais biolégicos, ou seja, permitiam que uma terceira
substincia introduzida ao sistema fosse coletada, preferencialmente, e uma das fases
por ajuste de pardmetros fisico-quimicos. Devido a esta particularidade os SAB sio
empregados no isolamento e purificagio de biomoléculas de importancia comercial,
tais como, células, proteinas, virus, fragmentos de membranas ¢ organelas celulares.
Enzimas como o-amilase, glucoamilase, a-glucosidade, catalase e pululanase foram
purificadas através de SAB. Os SAB sio usados também na caractenzagio de
propriedades de particulas biologicas e na determinagio das propriedades superficiais
de biomoléculas, tais como carga e hidrofobicidade (ALBERTSSON, 1986; FRANCO
et alii, 1993).
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A variada faixa de aplicabilidade dos SAB tem motivado crescente atividade cientifica
no sentido de estabelecer fundamentos para o trabalho com os referidos sistemas, bem
como de identificar os mais adequados para a separagio das diferentes biomoléculas

(GUAN et alii, 1993).

Extragdo com SAB oferece imigualdveis vantagens para ¢ processamento em larga
escala. Algumas delas sio o elevado rendimento, a faixa de trabalho préxima do
equilibrio, a facil ampliagiio de escala (‘scale up™) e o processamento continno (KIM
et alii, 1988). Com isto, o interesse na aplicagdo de SAB deixou de se restringir &
biologia celular para concentrar-se na analise dos fundamentos da separagio de fases e
da partigo de proteinas; na redugdo dos custos do processamento; no aumento da
seletividade da extragdo (por exemplo, através da adigio de ligantes); na pesquisa de
novos componentes formadores da fase, especialmente para substituir a dextrana (um

componente de elevado custo) € na operagiio em estagios miltiplos.

Assim, ao lado de trabalhos onentados para o campo tecnoldgico existe interesse na
utilizacdo da particdo como meio de preparacfio de amostras para uso em técmicas

analiticas. Para tanio sic aphcados os diferentes tipos de SAB existentes.

1.1.1. Tipos de Sistemas Aquosos Bifasicos

Existe uma grande vanedade de polimeros hidrdfilos, naturais ou sintéticos, capazes de
gerar a separagdo de fases ao se misturarem com um segundo polimero ou um soluto
de baixo peso molecular, como um sal. Como exemplos de sistemas podem ser citados
aqueles formados por PEG-dextrana, PEG-ficoll® (polissacarideo), dextran-ficoll®,
dextrana-metil celulose, dextrana-pohvinil, PEG-fosfato de potassio, PEG-citrato de
s6dio. Entre estes, o mais estudado e empregado € aquele composto por PEG-dextrana.

A escolha foi fortuita, mas aparentemente perfeita, posto que os coeficientes de
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partigfio nestes sistemas sfo afrativos nas faixas normais de separagiio (KULA, 1990).
Nos livros de MOLYNEAUX (1984) e ALBERTSSON (1986) encontra-se detathado

um nimero maior de SAB com os respectivos dragramas de equilibrio,

Em principio, todos os tipos de SAB podem ser empregados na separagho de
biomoléculas. No entanto, quando se considera o aumento de escala onde cniérios
como custo, quantidade de reagentes, tempo de separagdo das fases e reciclagem dos
componentes nio podem ser negligenciados, o ntunero de sistemas capazes de
conjugar os requisitos necessarios ¢ bastante reduzido. De acordo com estas Iimitagdes
os sistemas usados no processamento em larga escala tem-se resirito agueles
constituidos por PEG-dextrana ¢ PEG-sal, por se encontrarem disponiveis no mercado
em grandes quantidades, serem atoxicos, passivels de esterilizagfio e apresentarem uma
maior faixa de aplicagdo e de propriedades fisicas adequadas, principalmente com
relaglo a diferenca de densidade e viscosidade. A adigio de PEG e dextrana em
alimentos é permitida em muitos paises, enquadrando-os dentro da legislag8o para o
trabatho com produtos alimenticios e farmacéuticos. O mesmo pode ser dito para

alguns fipos de sais de citratos, fosfatos e snlfatos.

Para evitar alta pressiic osmotica, dois polimeros incompativeis sdo preferidos aos
sistemas polimero-sal. Segundo KULA er alii (1982) e HUSTED ef alii (1985a) a
pressdo osmotica ndo necessita ser considerada para a separagio de profeinas em
processos biotecnologicos, situagdo na qual os sisternas PEG-sal sio normalmente
preferidos. Também apresentam melhor seletividade e economia quando comparados
com os sistemas PEG-dextrana. A separagdo das fases € atingida mais rapidamente
devido & menor viscosidade de uma das fases. Isto facilita o uso de sistemas polimero-
sal em aplicacBes industriais, onde a partigiio é conduzida em baixas concentragbes de
sais (KRONER et alii, 1984). fons como fosfato, citrato e sulfato distribuem-se de
maneira mais desigual do que fons monoatémicos, como cloretos, 0 que gera uma

mator diferenca de potencial entre as fases e consequentemente afeta positivamente ¢
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coeficiente de distribuigio do soluto. Ao contrario da dextrana, sais sfo faceis de

manusear ¢ tem baixo custo.

1.1.1.1, Polietileno Glicol

O polietileno glicol, HO-(CHaCH2)p-CH2CH20H, € um policter sintético neutro,
linear ou de cadeia ramificada, disponivel em uma grande variedade de pesos
moleculares, de poucas centenas a mithares de daltons. Solubiliza-se em agua e em
diferentes solventes organicos. E também conhecido pelos nomes comerciais de
poliglicol E®, carbowax® ¢ pluracol E®, dependendo da empresa que o fabrica. Para
pesos moleculares acima de 20000 daltons s@o denominados dxidos de polietileno,
PEO. Sio fornecidos na forma de solugdes incolores estaveis ou pastas se possuem
pesos moleculares menores que 1000, Os de pesos moleculares elevados, acima de
1000, sdo encontrados na forma de p6 ou de flocos brancos. Podem ser estocados a
temperatura ambiente, embora a 4°C a ocorréncia de oxidaglio em solugBes seja
retardada. A oxidacio do PEG, detectada pela diminui¢io do pH devida a liberagdio de
grupos acidos(BAMBERGER er alii, 1985), altera a coloragio da soluglo para

Marrom.

Sendo ndo antigénico nem mmunogénico foi aprovado pelo FDA, ‘Food and Drug
Administration” Sua wutilizacio € de interesse na biotecnologia ¢ biomedicina,
principalmente por excluir, em ambiente aquoso, outros polimeros de sua vizinhanga,
nio se solubilizando com eles. Estd sujeitoc a modificagbes quimicas rapidas
controlando a solubilidade ¢ aumentando o tamanho das moléculas as quais se higa.
Nio provoca a diminui¢do da atividade de células e proteinas, embora interaja com as
membranas celulares propiciando a fusdo de células, um processo chave na

biotecnologia (HARRIS, 1992). Sendo biodegradavel e atoxico, a descarga de PEG



1. Revisio de Literatura

n#o € problemitica. Na operagfo em larga escala com sistemas PEG-sal as dificuldades

de reciclagem concentram-se basicamente na fase salina,

1.1.1.2. Reciclagem de Sais e Polimeros

A possibilidade de reutilizagio dos constituintes das fases deve ser considerada ao se

efetuar o “Scale up” pois os custos dos componentes das fases aumentam lingarmente

com a escala de produgdo (KRONER er alii, 1984).

A reciclagem de PEG pode ser facilmente integrada ao processo, chegando a niveis de
recuperagdo em torno de 90 a 95% (HUSTED er alii, 1988). As técnicas de
recupéragdo de PEG mais usadas sdo a nltrafiltragdo e a extragfo com solvente
orgénico seguida de evaporagio. Pode ser diretamente reutilizado do final de uma
etapa intermediaria para a primeira etapa de um novo processo de extragio (HUSTED
ef alii, 1985a), sendo ests alternafiva a que parece ser economicamente wiavel

{(PAPAMICHAEL et alii, 1992).

O descarte de sais ¢ geralmente mais probleméatico. Em sistemas contendo células,
acido nucléico, proteinas soltveis e insolGveis, a separagio de sais da fase priméaria por
técnicas de separagfio mecanica, tais como centrifugacio ou ultrafiltragio € muito
dificil de ser conduzida eficientemente. A eletrodialise € considerada um método geral
para a reciclagem de sais ¢ para a dessalinizag@o da fase rica em PEG (HUSTED er
alii, 1988). Sais podem ser recuperados usando uma mistura alcool alifatico-sal-agua
{GREVE & KULA, 1991b). Especificamente, para a separagdo do fosfato de potassio,
um resfriamento abaixo de 6°C provoca a precipitagio do sal, possibilitando a sna

reutihizacio (PAPAMICHAEL er alii, 1992).

10
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1.1.2. Aspectos Fundamentais sobre a Particdo de Proteinas

Mudangas no enfoque de producdo de proteinas por engenharia genética e o
desenvolvimento da tecnologia de enzimas renovaram o interesse pelos processos de
separacio de proteinas ¢ suas descriges quantitativas como uma base para o ‘Scale
up”. Os fundamentos da particio de biomoléculas entre duas fases ainda nio é bem
compreendido, apesar do significativo progresso alcangado com a modelagem
termodindmica da distnibuigdo de proteinas na interface dos SAB. Existem duas
diferentes aproximagdes para a abordagem termodindmica, a primeira utiliza um
fratamento rigoroso para modelagem do equilibric (BASKIR er alii, 1989) ¢ a outra
métodos de contribuigdo de grupos (KANG & SANDLER, 1988).

A tendéncia de separagio de fases apresentada por dois polimeros quando adicionados
em um solvente comum, ocorre porque a baixa concentragio molar dos polimeros na
solucdo (tipicamente menor gue 0,05 M) leva a um pequeno ganho de entropia durante
a mistura. Por ouiro lado, cadeias poliméricas tem uma area superficial por molécula
mator do q.ue compostos de baixo peso molecular, tanto que as energias de interagio
entre os dois polimeros se sobrepdem a energia de Gibbs do sistema. Estes fatores
levam a formacglo de duas fases em sistemas ternarios polimero-polimero-dgua, em

baixas concentragbes dos polimeros.

A modelagem guantitativa da partigdo de proteinas em SAB representa um problema
complexo pelo fato do comportamento do sistema depender de fatores muito diversos
como tamanho da molécula, conformagfio, estrutwa da superficie, nteragbes de
polimeros com as cadeias das proteinas ¢ com diferentes sais, interagbes polimero-
polimero, sal-proteina, proteina-proteina e, quando usados, as interagSes dos ligantes
com os outros componentes presentes. Estudos empincos com SAB mostraram que a

distribuicio da proteina € fungao de diversos fatores ( BASKIR es alii, 1989), como:

H
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* tipo dos polimeros que formam as fase: peso molecular médio, distribuigio do peso
molecular, modificagbes quimicas poliméricas (SASAKAWA & WALTER, 1972;
CORDES er alii, 1987);

* composigdo das fases: comprimento da linha de amarragio, tipos de ions presentes

ou adicionados ao sistema, for¢a 10nica (RYDEN & ALBERTSSON, 1971);

* biomolécula: tamanho, carga, propniedades superficiais, concentragiio (AXELSSON,
1978; ZASLAVASKY et alii, 1983; BAMBERGER er dofii, 1984; ABBOTT er afi,
1992);

* pH e temperatura (LEHNINGER, 1982),

As condigdes adequadas para a partigdio deverdo ser encontradas experimentalmente
devido 2 interdependéncia dos fatores acima citados. Considerando que ¢, € ¢,

sejam as conceniragOes da proteina nas fases 1 e 2, o coeficiente de distrnibuigiio das

proieinas € definido por:

K= (1.1)

i %1

ALBERTSSON (1986) propds o mais simples modelo para calculo de K,

desmembrando-o em;

In K = In Kel. + In Khidrof. + In Khifil. + In Keonf, + In Kiig. (1.2)

onde os subindices el, hidrof, hifil, conf e lig. referem-se as contnbuigdes
eletrostaticas, hidrofdbicas, hidrofilicas, de conformagdio e de interagdes entre os
ligantes. A presenga de sais implicard na adi¢io do termo In Kpid, com hid.

significando ldratacfo.

12
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Entretanto modelos guantitativos para predigio do comportamento do sistema em
fung¢do do tipo de polimero, de biomolécula, da composigiio das fases, do pH e da
temperatura ndo estdo disponiveis. Adicionalmente, os mecanismos fundamentais que
governam © comportamento dessas vanaveis ndo foram ainda satisfatoriamente
elucidados (BASKIR er alii, 1989). Uma vez mais € possivel ressaltar a importincia do

desenvolvimento da termodindmica da extragdo com SAB (KULA, 1990).

1.1.2.1. Teoria Termodinimica

O banco de dados para SAB ¢ pobre no que se refere a selegio ¢ concentragio de sais
adicionados, pH, temperatura e peso molecular dos polimeros usados. Métodos
analiticos modernos, como espalhamento de luz, permitern medir os coeficientes do
Virial em sistemas binarios com razoavel precisdo, sumentando o nimero de
informagdes e facilitando o desenvolvimento dos fundamentos termodindmicos para
SAB (KULA, 1990). Qualitativamente a separa¢io de fases e a distribuigio de solutos
podem ser preditas através de uma expressdo do coeficiente de partigio em funcio de
pardmetros medidos experimentalmente. Para tanto, emprega-se normalmente a teoria
de Flory-Huggims (FLORY, 1953), uma aproximagio da mecénica estatistica para

descrigdo termodinamica da separagio de fases de polimeros em solventes organicos.

A elevada concentragio de dgua em ambas as fases € uma complicagio adicional ao
estudo, j& que esta molécula nfio se comporta como um solvente inerte, sendo capaz de
mteragir em multiplas higagdes covalentes, como também em pontes de hidrogénio em
um dnico segmento dos polimeros hidrofilicos envolvidos. EDMOND & OGSTON
{1968) obtiveram uma equac3o para o potencial quimico da Agua na presenca de
polimeros, semelthante a uma expansdo do Virial truncada no termo de segunda ordem.
Dependendo do pH, a dissociagio completa de sais e grupos ionizaveis presenies nas

proteinas poderad ou nfo ocorrer. Como a totalidade dos ions ndc se distribuird

13
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uniformemente, sera estabelecida uma certa diferenga de potencial elétrico entre as
fases. Assumindo que a partigdo de proteinas € fortemente dependente deste termo
(ALBERTSSON, 1986), faz-se necessano considerar as interagbes de carga ¢
distribuigio desigual de fons na modelagem da separagéio de fases e do coeficiente de
partigio em sistemas contendo sais e grupos ionizaveis. Para tanto sdo integrados, por
exemplo, o tratamento de Edmond & Ogston (para a separagdo de fases) ¢ a
abordagem de HILL (citado em FORCINITI & HALL, 1990; para proteinas em
solugdes aquosas) com teorias de solugdes 10nicas. Uma dentre estas teorias considera
que as interagbes fon-ion e ion-molécula sdio devidas as forgas idnicas de curto e de
longo alcance entre os componentes (MACEDO er alii, 1990). E derivada da extensiio
de Fowler & Guggenheim (GUGGENHEIM, 1959) da teoria de DEBYE-HUECKEL

(1923), fundamentada no excesso da energia livre de Gibbs, G,

Outros modelos desenvolvidos para representagio da separagio de fases e predigo do

coeficiente de particio em SAB PEG-sais sfo os de:

* GROBMAN & GAINER (1988), que correlacionaram o coeficiente de partigio da

proteina com o volume livre das fases.

* KANG & SANDLER (1988.), que usaram o programa UNIQUAC para construur

diagramas de equilibrio com razoavel precisdo.

* KING et alii (1988), que assumiram uma forma geral para o coeficiente de parti¢ao
de proteinas e para o potencial quimico dos componentes, partindo de uma extens#o da

teoria de solugbes de Edmond & Ogston.

* HAYNES et alii (1989) e CABEZAS et alli {1990), que consideraram interagbes

iénicas nos modelos, mas cuja base tedrica necessita ser refinada,

14
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* KIM (citado em BASKIR et alii, 1989), que, na estimativa do coeficiente de
partiglo, desconsiderou a influéncia das interagOes polimero-sal na fase salina. J4 na

fase polimérica, as interagbes polimero-sal foram consideradas significativas.

* EITEMAN & GAINER (1992), que correlacionaram o coeficiente de partigdo com a
hidrofobicidade dos aminoidcdos individuals que constituern a molécula, para

peptideos em sistemas PEG-MgSOyq,

* GROBMANN et alii (1993), que propuseram, para espécies 10nicas em sistemas
PEG-dextrana, a extensfo de uma correlagio entre a composigio das fases ¢ ©

coeficiente de particio de aninodcidos € peptideos.

Esta pequena lstagem mostra que os métodos termodindmicos usados na extragio por
solvente convencional podem ser extrapolados para os processos de extragio de

proteinas com SAB sem a necessidade de um tratamento termodindmico rigoroso.

1.2. Soro de Queijo

Nz pratica industrial, o soro € um subproduto oriundo tanto da manufatura da caseina
quanto de queijos. Contém em torno de 50% dos solidos e representa cerca de 85% do
volume inicial do leite (KOSIKOWSKI, 1977). Se descartado em solos ou leitos de
rios € causa de poluigio ambiental devido ao alto teor da demanda bioquimica de

oxigénio (40000-50000 p.p.m; PEREA ef alii, 1993).

A composigio natural do soro, rica em lactose (4,0-4,5% p/v), proteinas (0,8-0,9% p/v)
e com pequenas quantidades de acidos orgénicos, lipideos e sais possibilita o
aproveitamento comercial de seus nutrientes. Seja de forma direta, como na

alimentacio animal (GUIRGUIS er alii, 1993), ou indiretamente, ap6s a ultrafiltragdo

|
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para a produgdo de lactose, concentrados protéicos (MORR & HA, 1993; PEREA et
alii, 1993) e de compostos orginicos por via fermentativa, como etanol (TIN &

MAWSON, 1993) e acido latico (AMRANE & PRIGENT, 1993).

O elevado contendo de proteinas presentes no soro levou ao desenvolvimento de
formulagbes de alimentos para o consumo humano wvisando regular a relagdo
proteinas/caseina do leite materno, para alimentagio de criangas prematuras
(DARLING er alii, 1993). Como apresentado na Tabela 1.1, o elevado conteado de B3-
lactoglobulina no soro bovino quando comparado com 0 seu teor no leite materno
inviabiliza 2 adigdo direta do soro ‘in natura” no alimento infantil, pois a [-ig é
considerada o principal componente alergénico do leite bovino (LEBENTHAL, 1975;
MAKINEN-KILTUNEN & PALOSUQ, 1992). Portanto, no processamento das
proteinas do soro para nutrigho infantil € importante reduzir o contetdo de B-lg
mantendo constante a concentragio das outras proteinas. KANEKO et alii (1983)
alertaram para a necessidade da retengdo das propriedades imunologicas do soro nas
formulagbes de alimentos infantis. Este objetivo € atingido mantendo no produto duas

outras proteinas do soro, a lactoferrina e a imunoglobulina.

Tabela 1.1 Comparagiio entre a constituigio do leite humano e bovino, segundo

DAVIES & LAW (1980)
Proteinas Leite humano (g/1) Leite bovino (g/1)
fragﬁe de caseina 3,6 26
B-lactoglobulina tragos 3-7
oi-lactoalbumina 28 1,2
albumina 0,6 0,4
lisozima 0.4 1ragos
lactoferrina 2 0,1
imunoglobulinas 1 0,7

16
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1.2.1. Proteinas do Soro de Queijo

Proteinas de soro de queijo sio definidas como aquelas que permanecem retidas no
soro do leite depois da coagulagdc da caseina, 2 20°C e pH 4,6. As duas proteinas em
mmaior quantidade no soro, sio a P-lactoglobulina e a a-lactoalbumina, globulares, de
alto valor funcional e nutricional, que apresentam uma elevada disponibilidade de
aminoacidos essenciais (MULVIHILL & KINSELLA, 1987, GUIRGUIS et alii, 1993).
S#o bons agentes espumantes ¢ emalsificantes. A B-lg ¢ um excelente agente de
gelatinizagio. Podem ser mecanicamente ou termicamente desnaturadas, persutindo o
controle da viscosidade em alimentos. Em estado nativo, sio solaveis em agua em uma
grande faixa de pH. Em suma, sio ingredientes alimenticios potenciais com capacidade
para substifuir Outros mais ¢aros, cOmo por exemplo proteinas do ovo (PEARCE &

MARSHALL, 1991). Na Tabela 1.2. estdo representadas as principais propriedades

fisico-quimicas da a-la e B-Ig.

A o-la representa cerca de 20% do total de proteinas do soro. E susceptivel ao
tratamento iémmico, desnaturando-se em pH 6,7; 650C, com 80 a 90% de
reversibilidade sob resfriamento (MORR & HA, 1993). Estruturalmente assemelha-se
a lisozima do ovo. F um componente auxiliar na quebra ou unido de ligagbes
glicosideas o(1-4), mesmo quando ndo se encontra no centro da lactose sintetase
(CHEFTEL er alii, 1985), E rica em trptofano, cerca de 7%. Mudangas na
hidrofobicidade superficial de a-la foram estudadas por EYNARD e/ alii (1992) e a
desnaturagiio por OWUSU (1992),

A PB-lg é a proteina do soro mais abundante, representando aproximadamente 50% do
total de proteinas. E sensivel 4 temperatura e ao pH, desnaturando, reversivelmente,

em temperaturas abaixo de 65°C, com extensa mudanga conformacional. GRIKO &

PRIVALOV (1992) relataram o aumento da estabilidade da B-lg com maiores
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concentragdo de ions fosfatos nas solugdes. A B-lg existe como um dimero entre pH
5,2-7.5. Entre pH 3,3 ¢ 5,2, polimeniza-se como um octémero. Abaixo de pH 3.5 ou
acima de pH 7,5 dissocia-se nos monbmeros correspondentes (MORR & HA, 1993).
Uma propriedade fisico-quimica importante ¢ a capacidade de hgacfio ‘in vitro” a
algumas substancias hidrofobicas, como dcidos graxos e retinol. PEREZ et alii (1992)
estudaram o efeito da B-lg sobre a atividade lipolitica da lipase pré-gastrica na procura
da elucidagdo do papel biclégico desta proteina. Assemelha-se ao retinol, que

transporta alcoois de vitamina A (GU & BRADY, 1992).

Tabela 1.2. Propriedades fisico-quimicas da g-lactoalbumina e B-lactoglobulina *

¢t-Lactoalbumina B-Lactoglobulina
Peso molecular, daltons 14000 18000,(m0n6mero

36000, dimero

Ponto 1soelétrico 4,2-45 52
Hidrofobicidade média, keal/residuo 1020 1075
Total de aminoacidos/mol 123 162
Residuos apolares/mol 44 54
Restduos de cisteina/mol 8 5
Residuos de disulfito/mol 4 2
Residuos sulfidrila/mol e 1
Residuos de lisina/mol 12 15
Residuos de acido glutdmico /mol 8 16
Residuos de acido aspargico /mol 9 10

? segundo EIGEL e alij (1984)
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1.2.2. Métodos de Purificaciio da a-Lactealbumina e B-Lactoglobulina

Diferentes procedimentos para isolar as proteinas do soro tem sido descritos, O
objetivo é normalmente separar B-lg da ¢-la, presentes em maior quantidade, mas ja
existem trabalhos relacionados com a separagio de lactoferrina do soro (SHIGERU &
YE-XIUYUM, 1991).

Os métodos propostos para a separagio de f3-lg sfo a precipitagio com FeCls
(KANEKO er alii, 1985), precipitagio com polifosfatos (AL-MASHIKI & NAKAL,
1987), cromatografia de troca iénica (SKUDDER, 1985), cromatografia de troca de
subunidade (CHIANCONE & GATTONI, 1991), uluafiltrago e eletrodialise
{MEHRA & DONNELLY, 1993), filtragdo por gel (YOSHIDA, 1990), “salting out”
com NaCl (MAILLART & RIBADEAU-DUMAS, 1988) e métodos térmicos
(PEARCE, 1983). Recentemente foi descrita a utilizagio de um sistema aquoso
bifasico, composto de PEG-fosfato de potdssio, para a separagio de o-la da P-Ig
(CHEN, 1992). A B-lg se distribuiu predominantemente na fase rica em sal e a ¢t-la na
fase rica em PEG. Como o soro contém quantidades consideraveis de sais, alguns
métodos de separagidc ndo podem ser diretamente aplicados. Os SAB séo tolerantes a
sais ¢ portanto se adequam bem ao tratamento do soro de queno. O sistema mais
difundido para a separagio de proteinas ¢ o PEG-dextrana, mas o alto custo da
dextrana tem limitado o uso desses sistemas para ¢ isolamento em larga escala

{ORTIN et alii, 1992).

1.3. Extraciio Liquidoe-Liguido

Na obten¢do de produtos de onigem biotecnologica para as indistrias farmacéutica,

médica, de alimentos ¢ de quimica fina, a maior parte dos Custos s¢ concentra no
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acabamento do composto. Procurando minimizé-los buscam-se metodos pouco

dispendiosos ¢ que reduzam os passos de purificagdo.

Segundo RICHARDSON (1993), existem cinco temas aos quais deve ser dada maior
atenciio nos estudos advindos das interagdes entre os processos de separagdo ¢ a
biotecnologia. Sfo eles: membranas sintéticas, adsorglo seletiva, separagdes de alta
seletividade (por afinidade, por exemplo), uso de campos de forga intensificados
{centrifugo, magnético e ultra-sénico) € a extragio liguido-liquido, com énfase nas

subareas de extracio com fluidos supercriticos e de sistemas aquosos bifasicos.

Este item sera dedicado a um breve tratamento da extragdo liguido-liquido. E uma
operagio adequada para a separagio e purificagdo de componentes nucleares,
metalicos e eletrdnicos de alta pureza. Com o despontar das indastrias de biotecnologia
e quimica fina gerou-se uma demanda por processos de extragio com sistemas ndo
convencionais devido as rigorosas exigéncias do mercado no tocante 4 pureza ¢
gualidade dos produtos, muitos deles de elevado valor comercial. Por exemplo, sdo
estudados novos agentes extrativos € equipamentos com curto tempo de residéncia
(THORNTON, 1992), visando minimizar a degradagfio de compostos biolégicos, como
aqueles presentes em meios fermentados. Ao contrério dos métodos classicos de
precipitagdo, a extragio liquido-liquido apresenta vantagens, como baixa perda de
atividade do componente, baixo custo de material, boa reprodutibilidade e facil “scale
up”, além de ser altamente especifica na separagdo. Assim, a extragdo com SAB
desponta como um método de recuperagdo extremamente atrativo para o manuseio de

compostos labeis.

1.3.1. Principios Basicos

A extracho envolve o uso de sistemas bifasicos compostos por no minimo trés

substancias. Os dois enfoques importantes no estudo do equilfbrio entre os liguidos sdo

20



1. Revisio de Literatura

a regra das fases e as leis de distribuigBo, que procuram sistematizar as relagdes
existentes entre as concentracdes dos componentes nas diferentes fases do sistema em
equilibric. Mas nfio existe uma regra que descreva satisfatoriamente todas as solugdes.
O efeito de pequenas variagbes de pressdo, sobre o equilibrio ¢ insigmficante,
restringindo a discussdo & influéncia da temperatura e da concentragao.

Para o desenvolvimento de equipamentos de extragio lquido-liquido sio alvo de

consideracbes fatores como (STEINER, 1988)

* 5 sisterna de trabatho: solvente a ser usado, gran de pureza do refinado, acabamento
do extrato e condigdes de escoamento dos liquidos, entre outros. Métodos preditivos
foram propostos para a determinagio da seletividade do solvente (MENIAI &
NEWSHAM, 1992) e selegio de uma molécula extrativa otima usando UNIFAC

(NASER & FOURNIER, 1991);

* dados de equilibrio: so imprescindiveis, deverdo estar disponiveis na temperatura de

trabaltho;

* dados de transferéncia de massa: também empregados para calculos das propriedades

fisicas das fases;

A seleciio, especificagdo ou projeto de extratores, a partir, unicamente, de principios
basicos ¢ inadequada, pois muitas vezes o comportamento do sistema ¢ de dificil
predicio. Sio necessarios estudos em planta piloto, cujos aspectos de comportamento

mais problematicos sdo (CUSACK & KARR, 1991}

* mistara axial, que ¢ indesejavel. Tanto a mistura retroativa da fase continua quanto
dispersa dentro do extrator reduzem o0s gradientes de concentraglo € com 1550 2

eficiéncia da mistura;
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* mudangas nas propriedades fisicas, que podem variar a0 longo do equipamento, a
medida em que se processa a extragho. Gradientes de densidade, por exemplo,
provocardo significativa circulagdo dentro de uma das fases, mamifestando-se na forma

de mistura axial e diminuindo a eficiéncia do equipamento,

* alterages das taxas de escoamento, que ocorrem quando grandes concentragdes de

sofuto estio envolvidas;

* coalescéncia, que reduz a é&rea interfacial disponivel e, portanto, a taxa de
transferéneia de massa. Aumenta a margem de incerteza quanto as “Scale up” do

equipamento;

¥ turbuléncia na gota ¢ efeitos interfaciais, que além de afetarem a coalescéncia

provocam mistura na inferface ¢ dentro das gotas durante a transferéncia de soluto;

* insuficiente molhabilidade, que diminui a taxa de coalescéncia no caso da fase

dispersa nio entrar em contato com as partes internas do equipamento;

* emulsificagfio, que € uma tendéncia apresentada por alguns sistemas. Normalmente,

a presenga de sohidos leva a formaglo de emulsdes estaveis ou aumenta o grau de

emulsificacio no sistema;

* contaminantes do sistema, que alteram as taxas de transferéncia de massa. Fm
aplicagdes industriais tipicas a corrente da alimentagdio e muitas vezes a do solvente
s&o contaminados por componentes de superficie ativos, como material de construgio

do extrator ou do tanque de armazenagem;

Na maior parte dos casos, para colunas agitadas, o “Scale up” é feito a partir da altura

equivalente a um estagio tedrico e da eficiéneia volumétrica. A maxima eficiéncia
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volumétrica corresponde a condigiio de operagio Otima. Para o RDC, o extrator
Scheibel e a coluna Karr, verificou-se que em equipamentos de pequenc didmetro a
altura equivalente diminui com o aumento da agitaglio, até o ponto onde ocorre a
inundago. Para equipamentos industriais a mistura axial inevitavel faz com que a
inundagdo ocorra a velocidades de agitagio menores do que aguelas determinadas em
plantas piloto. A quantidade e tipo de dados obtidos em uma planta piloto dependem
do tipo de extrator estudado.

1.3.2. Tipos de Extratores

Em geral, a disponibilidade de comrelagbes, para eficiéncia e capacidade, dispensara
estudos em plantas piloto para o dimensionamento de equipamentos. Para sistemas
liquido-liquido estas relagdes ndo estdo bem estabelecidas, além do que uma pequena
vaniagio da temperatura pode alterar significativamente a solubilidade e,
consequentemente, as composicles das fases. Assim, sistemas liguido-Yiguido

raramente podem ser tratados sem a realizacio de experimentos em escala piloto.

Extratores ligmdo-liquido podem ser classificados de diversas formas, uma delas é
atraves das caracteristicas construtivas ¢ operacionais, que subdivide os equipamentos

em dots grandes gropos:

* em estagios, que trata de unidades com um nimero discreto de estagios. Em cada
etapa as duas fases entram em contato até que seja atingido o equilibrio (por exemplo,
em um misturador), depois do qual sdo separadas (por exemplo, em um decantador) e
conduzidas em confracorrente para uma nova etapa de mistura e decantagio. Apesar do
projeto e do ‘Scale up” serem relativamente simples, e da eficiéncia por estagio

razoavelmente alta, a unidade de extragio € volumosa, especialmente nos sistemas com

decantagio lenta;
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* diferenciais, que levam a mudangas continuas da composigdo das fases ao longo do
extrator. S3o de tamanhos mais compactos pois apresentam, na maioria dos casos, a
forma de torres. O projeto e “Scale up” destas unidades apresentam grau de dificuldade

elevado.

Uma classificagdo geral dos tipos de extratores liquido-liquido industnais é
apresentada na Tabela 1.3. Foi adotada uma subdivisio com base no modo de
dispersdo das fases. De acordo com THORNTON (1992) existem outros tipos de
extratores descritos na literatura, mas que, aparentemente, ainda nfio foram usados

industrialmente.

Tabela 1.3. Tipos de extratores liquido-liquido usados industrialmente

Em estagios Diferenciais
Por agho da gravidade, sem colunas de pratos, “spray”, de recheio,
entrada de energia externa de pratos perfurados empacotadas
Agitacio por pulsos misturador-separador recheada pulsante

pulsante, de pratos

perfurados pulsantes

Agitacio mecinica extrator Scheibel, Oldshue-Rushion,
Treybal, Mixico Lightnin,
ARD? RDCb, Kar Kuhnt, Morns, Graesser
Centrifugas Robatel, Luwesta Podbielniak, Westfalia,
de Laval

\ . \ . b « . . v
# ARD, “Asymetric Rotating Disc Contactor”, ~ RDC, “Rotating Disc Contactor
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+

O extrator “Graesser Raining Bucket” (RTL) ou simplesmente extrator Graesser, é
uma unidade com potencial tecnologico para tratar sistemas de fases com baixa tensfo
interfacial, pequena diferenga de densidade e alta tendéncia de emulsificagfio devido as
particularidades de suas caracteristicas construtivas. Deve-se ressaltar que estas sfio as

propriedades apresentadas pelos SAB.

1.3.2.1. Extrator Graesser

Foi patenteado em 1962 (COLEBY) e desde entio tem sido aplicado industrialmente
na purificacdo de herbicidas e na desodorizacdo de naftas, podendo também ser
utilizado no processamento de fases contendo sdlidos, como no tratamento de areias de

mancais com querosene (COLERY, 1983),

Neste equipamento as duas fases sfo introduzidas, em contracorrenfe, nas
extremidades do extrator, que ao contranio da maioria dos exiratores convencionais €
operado horizontalmente. A mustura das fases se da devido ao movimento de uma série
de cestos, cilindricos ¢ parcialmente abertos, presos em placas circulares. As placas
estdo presas, coaxialmente, em um eixo honzontal ligado a wn rotor de velocidade
varidvel, A particular construglio do extrator Graesser leva a determinadas
caracteristicas hidrodindmicas que o tomam especialmente adequado para o trabatho

com SAB:

* a suavidade da mistura evita a emulsificagio, pois o tamanho médio da gota ¢
mantido relativamente grande guando comparado com outros extratores operados

confinuamente;

* as velocidades de ascensdo e queda das gotas s#o altas, de modo que uma quase

mterface renovada € atingida, levando a boas taxas de transferéncia de massa;
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* a posighe do nivel da interface no centro eguatorial do extrator, mantendo o
escoamento individual das fases, auxilia 0 uso de sistemas com pequena diferenga de

densidade;

* a compartmentagio do vaso reduz a mistura axial, um problema em extratores

operados continuamente.

Apesar da baixa intensidade da mistura sfo atingidas boas taxas de transferéncia de
massa adequando o extrator Graesser para a purificacdo continua de produtos
sensivels, como proteinas. Este comportamento foi observado por HUSTED er glii
{1980} em testes prelimimares com wm extrator Graesser (100 cm comprimento x 10
cm de didmetro mnterno) usando SAB. Anteriormente, SHEIKH e afii (1972) e WANG
- et alii (1977), estudaram a mistura axial, a mistura refroativa ¢ a transferéncia de massa
em um extrator menor (75 cm comprimento x 15 cm de didmetro interno) wsando o
sistema de extragio convencional Agua-n-butilamina-querosene. Ja SHEN er alii
{1989) estudaram a mistura axial e as caracteristicas de transferéncia de massa com o
sistema agua-acido acético-n-butanol em um extrator com 0 mesmo comprimento mas
com reduglo do didmetro imterno (10,5 cm) AL-HEMIRI & KAREEM (1990)
determinaram a distribuigdo de tamanhos de gota no extrator Graesser empregando
diferentes sistemas agua-solvente organico, Por técnicas fotograficas foi observada a
diminuigdio do tamanho médio da gota, ao longo do eixo horizontal, até ser atingido
um tamanho de gota estacionario, na extremdade final do extrator. No entanto,
pesquisas relacionadas com as caracteristicas hidrodinamicas do extrator ndo foram
desenvolvidas tdo intemsivamente quanto para com outros sistemas de extragio

(COIMBRA et alii, 1994},

26



1. Revisiio de 1 iteraturs

1.3.3. Extragiio Liquido-Liguido Aplicada aos Sistemas Aguosos Bifasicos

Urna analise econbmica detalhada da purificagfio extrativa de biomoléculas, para fins

comparativos, entre diferentes processos, ndo fotr encontrada na literatura. Mas, em

uma primeira aproximagio, KRONER ef alii (1682) calcularam os custos operacionais

para trés técnicas de purificagio de formiato desidrogenase (FDH-‘Formate

Dehydrogenase™) obtido de Candida Boidini. O resultado pode ser visto na Tabela 1.4.

Tabela 1.4. Comparag#o de custos entre rés diferentes processos de produg:éo de FDH,

segundo KRONER er alii (1982)

Pureza

Método Total de  Numero Rendi- Tempo Fator de Indice de
Células de uni- (Umg?") mento total desem- fusto
dades (%) {(horas) penho {DM/un;
mniciais {(U/kg h) dade}
Separagic 30 211x10° 2.1 71 13 230 13x10°
1
Separagio 30 460x10° 2,2 70 18 356 7x16°
ob
Mistura® 30 450x10° 1.3 49 61 120 18x167°
Padraod 5 31x16° 2.2 51 121 26 374x10°

&b bromassa, quebra das células, desnaturacio térmica, primeire SAB PEG-osfato de potdssio, segunde SAB

FEG-fosfato de potassio, terceiro SAB PEG-fosfato de potassio, guarto SAB PEG-fosfato de potdssio

* biomassa, quebra das células, desnaturagdoe térmica, primeiro SAB PEG-dextrana, segundo SAB PEG-fosfato

de potassio, ulirafiliracio, DE-celulose

d biomassa, quebra das céhulas, centrifugaciio em batelada, precipitagio oom sireptomicina, centrifugagio em

batelada. DE~celulose
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Como se observa as despesas advindas da aquisigho de sais e polimeros, necessarios
para formaglio das fases, nos dois primeiros métodos sio compensadas pelo alto

rendimento e o curto tempo destes processamentos.

Operagles continuas na convencional extragfio por solvente estio bem fundamentadas.
No entanto, para SAB, somente estudos preliminares em colunas semicontinuas e
continuas foram realizados. A tensdo interfacial para SAB € de 1 a 3 ordens de
grandeza abaixo daquelas encontradas em sistemas dgua-solvente orginico. Portanto, o
problema da mundagdo deve ser contornado para se empregar SAB em equipamentos
projetados para sistemas classicos. A inundagio ¢ atingida mais rapidamente com
SAB. Outra dificuldade surge da diferenca de viscosidade entre as fases, que ¢

especialmente elevada para sistemas contendo biomassa (KULA, 1990).

A extragiio liqmdo-liquido com SAB, em modo continuo, foi testada por
ALBERTSSON (1960, 1986), em uma umdade Craig. Por HUSTED er alii (1980), em
uma coluna Kuhni, um extrator Graesser, um extrator Podbielniak e em uma umdade
misturadora-decantadora. Ja SAWANT er alii (1990), PATIL er alii (1991) e
JAFARADAB et alii (1992} avaliaram a fragio volumétrica da fase dispersa, “hold
up’, € o coeficiente de transferéncia de massa para colunas ‘Spray”, York-Scheibal e

empacotada, operadas em modo semicontinuo. PAPAMICHAEL er ofii (1992)
utilizaram um esquema com um estagio feérico pa purificagio de proteinas. SAB
formam assim uma base conveniente para o processamento de profeinas tanto em

modo continuo quanto em contracorrente.

1.4. Hidrodindmica e Transferéncia de Massa em Extratores

O conhecimento do comportamento hidrodindmico do extrator e das caracteristicas

termodindmicas ¢ fisicas do sistema empregado sfio condigBes necessarias para a
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correta utilizag#o da unidade, possibilitando predizer a capacidade da coluna e as taxas

de transferéncia de massa associadas.

Tendo em mente, o vasto campo de estudo relacionado com o desempenho de
extratores, neste item serdo discutidos a transferfncia de massa e parAmetros
hidrodindmicos importantes como distribuigio de tempos de residéncia e “hold up”. O
desempenho do equipamento é o somatério de fatores, tais como tipo de coluna,
especificagdes, detalhes da geometria, material de construgio, grau de molhabihidade
dos liquidos, altura e didmetro do extrator, efeitos de entrada e saida, ocorréncia de
mistura axial, propriedades fisicas das fases, dire¢fic da extragdo, relagio de vazio

entre os liquidos, concentragdo do soluto, natureza do liquido disperso.

1.4.1. Distribuicio de Tempos de Residéncia

O conceito de distribuicdo de tempos de residéncia tem aplicagdes variadas e amplas
na érea de operagdes unitarias. Inicialmente restringia-se ao campo de projeto de
reatores. Com o desenvolvimento do estudo dos processos, diretamente de
experimentos, € com a sua utilizagBo, em nivel industrial, a analise de tempo de
residéncia e do grau de mistura tornaram-se uma parte inerente ao trabalho prético,

aumentando a efettvidade em plantas piloto.

Tempo de residéncia € aquele durante o qual um elemento do fluido permanece dentro
de um equipamento, que difere do tempo necessario para se processar um volume do
reator em condigdes especificas, chamado tempo espacial. Os dois conceitos
coincidirdo somente quando a densidade dos meios permanecer constante (LIN er alii,
1980). A diversidade de tempos de residéncia com que particulas de fluidos, a uma
taxa constante, escoam através de equipamentos € caracterizada pela fungio

distribuigdo de tempos de residéncia {DTR). A importincia da DTR é mostrar a

29



1. Revisiio de Literatura

dependéncia do desempenho do processo com o de tempo de residéncia (BUFFHAM
& MASON, 1993). Aplica-se ac estudo da vazio em termos macroscépicos, da

dindmica de processos e ao calculo de pardmetros hidrodindmicos (STEINER, 1988).

Informagdes necessarias sobre o comportamento das fases sdo obtidas através do
estudo de respostas de estimulos forpecidos ao sisterna por métodos estacionarios ¢
ndo estacionarios. Nos primeiros, uma perturbagio é dada na saida do sistema e o
perfil de concentragiio ¢ medido entre o ponto de injegio e a entrada do sistema.
Apesar de pouco difundidos, apresentam vantagens por serem de facil execugdo, levar
4 um tratamento matematico simples e a obtengfo de resultados exatos com relaglo aos
parametros de mistura {grau de turbuléncia, coeficiente de difusiio, nimero de Peclet).
Em contrapartida, consomem alta quantidade de indicador, necessitam de amostragens
em diferentes pontos, resultam em valores estimados de tempo de residéncia médio, do

“held up”, da velocidade da corrente ¢ estio limitado a0 modelo da difusdo.

Em contrapartida, na técnica em estado nfo estacionario, um sinal qualquer ¢ dado na
entrada do sistema e a resposta € registrada na saida. Isto possibilita avaliar o grau de
mistura, o tempo de residéncia médio, a velocidade média da corrente, o *hold up”e as

distorgdes no escoamento, come volume morto e *bypass”. Os sinais s#o fornecidos na

forma de perturbagBes, marcadores ou tragadores e de dispositivos de dosagem. As
reaches do sistema ao sinal sdo proporcionais 4 uma grandeza fisica representativa da
concentragio ou intensidade da perturbagfo. Os sinals sio introduzidos atraves de
métodos classificados como de experimentos passivo e de experimentos ativos, onde o
estimulo dado na entrada do sistema e o tempo de propagagio sio analisados na saida.
Qs estimulos subdividem-se em de sinais periddicos, na forma de fungdes penddicas,
como as senoidais, ¢, de sinais aperiddicos, entre os guais encontram-se 05 pulsos

Dirac e degrau.
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Os pulsos Dirac e de degrau sio os mais utihzados, apesar da solugdo da funglo
resposta necessitar de simplificagdes fundamentadas nas condigbes experimentais. Para
perturbacBes com indicadores na forma de pulsos Dirac, uma pequena quantidade de
tragador altamente concentrada € introduzida no sistema em um curto intervalo de
tempo, para evitar alargamento na resposta. Recomenda-se o uso de degran somente
em escala de laboratorio, devido a elevada quantidade de indicador necesséaria para o

gxperimento.

O tragador ¢é uma substancia inerte, cuja quantidade deve ser tal que ndo interfira no
escoamento. Seu uso é adequado, principalmente, pa analise hidrodindmica de
equipamentos, pois favorece a determinagdo do tempo de residéncia médio, ‘hold up”,
velocidade média das correntes, grau de mistura ¢ eventualmente dos distirbios no
escoamento. Deve ser soliivel em somente uma das fases e deve se dividir igualmente
por toda a segio ocupada pela fase. E recomendavel que ndo exceda 2% da corrente
principal para evitar a ocorréncia de perturbagbes. Os corantes s3o os marcadores mais
usados em estudos hidrodindmicos em sistemas modelo e plantas piloto. Corantes e
solugdes eletroliticas sdo detectados por técnicas colorimétricas (como absorgdo) e

condutividade elétrica, respectivamente.

1.4.1.1. Modelos de Tempo de Residéncia em Extratores

Como a separagiio, nos equipamentos de contato continuo, depende do comportamento
do escoamento das fases, as relagdes entre tempo de residéncia e grau de mistura s&0
importantes no projeto dessas unidades. As correlagbes existentes para calculo do grau
de mistura, frequentemente, nio podem ser extrapoladas para o dimensionamento de
uma unidade industrial, apesar do miumero razoavel de reatores industriais que
apresentam um padric de escoamento préximo ao da idealidade. Assim, € sensato

conhecer no minimo ¢ tempo de permanéncia das moléculas individuais dentro da
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unidade, ou, mais precisamente, 2 DTR do fluido que escoa. Esta mmformagio pode ser
obtida por técnicas cxperimentais e através dos modelos teénicos para a DTR

(LEVENSPIEL, 1952}

DANCKWERTS (1953) e LEVENSPIEL & SMITH (1957) analisaram a DTR em
equipamentos continuos € propuseram, para a caracteriza¢io ¢ quantificagio do grau
de mistura entre as fases, os modelos da difusdo e de tanques em série, cujos

pardmetros sio o mimero de Peclet ¢ o numero de tanques, respectivamente.

Modelos de tempo de residéncia individuais e multiparamétricos s$30 normalmente
empregados para a descrigio fenomenoldgica do escoamento, Caso um processo seja
representado por uma equagio diferencial linear, o sen modelo matematico serd dado
pela adigdo dos modelos de tempo de residéncia com o linear da cinética do processo.
Os modelos mais conhecidos ¢ usados sdo o da difas@o e o de tanques em séne
uniparamétricos. Sob consideragBes especiais, para as equagBes de balango de massa,
ambos descrevern a operagdo como um macroprocesso. No modelo da difusio, o
escoamento é descrito como uma sobreposigo das misturas axial, radial e retroativa ao
fluxo tipo pistdo. O pardmetro € o coeficiente de dispersio axial. No modelo de
tanques em série, assume-se que os liguidos escoam atraves de uma série de tanques
agitados com ignal tamanho. O parfmetro é o nimero de tanques (LEVENSPIEL,
1992).

A nio idealidade é considerada, nos modelos uniparamétricos, uma consequéncia de
flutuagdes nas velocidades lineares locais, que se superpdem & velocidade média do
fluxo. A descrigdo destas flutuagbes obedece a uma lei, andloga 2 lei de difusdo de
Fick, onde o coeficiente de difusdo molecular foi substituido pelo coeficiente de
dispersfio, na equagio diferencial parcial. Os modelos umiparamémcos adequam-se,
entio, a0 tratamento dos escoamentos cocorrente € contracorrente, com ocorréncia de

anomalias decorrentes da configuragiio do equipamento, como ‘bypass” e eventual
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consideragdo de volume morto. Tem-se, adicionalmente, para sistemas em
contracorrente, o modelo de dois pardmetros de tanques em séne. Caso o
comportamento do fluxo ndo se ajuste aos modelos individuais dispbe-se dos
multiparamétricos combinados, com consideragtes de fluxo real (LEVENSPIEL, 1992,

AUFDERHEIDE & VOGELPOHL, 1986).

1.4.2. Dispersido Axial

A necessidade da consideracio da mistura longitudinal ("exial mixing’), radial ou
lateral (*tadial mixing”), retroativa das fases dispersa (‘back mixing”) e continua

(‘back flow”) em colunas de extragio liquido-liquido foi evidenciada a partir de
discussdes sobre a influéncia dos efeitos finais nos perfis de concentragdo em colunas
“spray”, (GEANKOPLIS & HIXON, 1950). Os tipos de mistura acima citados
originam-se na circulagiio vertical ou horizontal dos liquidos no sentido oposto aquele
que seria o natural do fluxo e na circulagdo radial ou lateral dos liquidos, perpendicular
ao sentido do escoamento. Reduzem os gradientes de concentragio e portanto as taxas
de transferéncia de massa. Sdo percebidas pela presenga de saltos de concentragio
resultantes de fatores como tipo de extrator e condiges de escoamento dos liquidos.

Sdo causadas principalmente pela (SLEICHER, 1959):

*+ difusio molecular e turbuléncia ao longo do extrator, provocadas por correntes de
circulagio verticais, mistura dos turbilhfes das gotas, arraste das gotas na fase continua

ou agéio forgada do “back mixing”, oriunda da turbuléncia no extrator ¢ dos efeitos de

pulsacio;

* difusdo de Taylor, causada pela mistura radial devido & existéncia de um perfil de

velocidades ndo uniforme.
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Embora os efeitos de difusdo molecular e de turbuléncia sejam preponderantes na fase
dispersa, uma contribuigio adicional para a dispersio axial € devida 3 DTR das gotas,
resultante dos véarios tamanhos de gotas e da distribuigio das velocidades de ascensao
das gotas. Qutra contribuigdo deve-se & existéncia de caminhos preferenciais, ausentes

em aparcthos bem projetados e construidos.

Decorre, entdo, que a dispersdo axial no sistema € o somatorio, ao longo do extrator,
das misturas radial e longitudinal. O coeficiente de dispersio devido 4 mistura
retroativa das fases continna ¢ dispersa deveria ser calculado separadamente ¢
apresentado como um termo a parte, ou seja, como o coeficiente de mistura retroativa,
Entretanto, o usual é concentrar todas as nio idealidades do sistema em um unico
termo, o coeficiente de dispersio axial. INGHAM (1971) apresenta correlagfes e
técnicas experimentais para obtengo do coeficiente de dispersdo axial em colunas
‘“spray”, empacotadas, empacotadas pulsadas, de pratos vibratérios, de pratos
perfurados pulsados, discos rotativos e Oldshue-Rushton, onde a maior parte das
pesquisas tem-se limitado ao estudo da disperséo axial empregando a dgua como tinica
fase ou como um dos liguidos no fluxo bifasico. Consequentemente, dispbe-se de

escassa literatura sobre os efeitos de mudangas nas propriedades fisicas de fluidos.

A dispersdo longitudinal em torres pode ser avaliada por diferentes métodos, sendo
recomendado aquele que compara os perfis de concentragdo do soluto obtidos por
predigio e determinados experimentalmente em estado estacionario (MIYAUCHI &
VERMEULEN, 1963; PROCHAZKA & LANDAU, 1963). Visando contornar
dificuldades experimentais provenientes de medidas da concentragio do soluto,
métodos altemnativos ¢ indiretos, nsando injegio de tragadores sdo frequentemente

empregados.

Diferentes modelos, a4 semethanga da DTR, sdo usados para caracterizagio do

escoamento ndo ideal em equipamentos. Dentre eles tem-se os madelos da difusdo, de
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estagios, retroativo ou “back flow” e combinados (MISEK & ROD, 1971). Os mais
estudados 580 o da difusdio, ou de fluxo ideal tipo pistdo, com disperséo, onde €
assumida a sobreposicio da difusfo retroativa de soluto ao escoamento tipo pistdo. E o
modelo ‘back flow”, com estagios ndo ideais mas completamente misturados, nos
quais ocorre o fluxo retroativo. O primeiro implica na mexisténcia de bolsas
estagnantes, de ‘bypass” ou de curfo-circuito do fluido dentro da umdade. A sua
principal vantagem ¢é permitir o calculo analitico dos perfis de concentragdo

{(HARTLAND & MECKLENBURG, 1966).

KUMAR & HARTLAND (1992), considerando que para elevadas taxas de agitacdo a
fase dispersa se comporta como um meio continuo, propuseram uma correlaglo para o
coeficiente de dispersiio axial, em extratores agitados, semelhante a expressbes
desenvolvidas para a fase continua (NEMECEK & PROCHAZKA, 1974). Entretanto,
os resultados obtidos foram contraditorios. LEVESNPIEL & FITZGERALD (1983)
mostraram que para pequenos desvios do escoamento tipo pistdo, o modelo da
dispersdo prediz a proporcionalidade entre a varidncia do tempo de residéncia e o
comprimento do extrator. HOUGHTON ef alii (1988), sugeriram que ocorre redugdo
da mistura axial com alta frequéncia de quebra e coalescéncia de gotas, devido a uma
maior homogeneizacic na concentragio do soluto. No caso de uma distnbuigao de
tamanhos de gotas muito proxima, com elevadas taxas de agitacdo, coalescéncia e
redispersio, o modelo da difusfio descreve adequadamente o comportamento da fase
dispersa no escoamento. Mas, em geral, deve ser empregado com certo cuidado, ja que
muitas vezes os dados experimentais sio destituidos de sentido fisico devido &
natureza polidispersa desta fase. As propriedades convectivas da fase dispersa devem

ser consideradas e quantificadas em todas as outras situagdes.
Em vista da complexidade do padriio de escoamento no extrator, a sua representacdo

através de modelos de fluxos teéricos partindo de experimentos com tragadores

apresenta severas Iixnita§6&s. Particularmente pelo fato do dominio, onde as
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consideragdes dos modelos sdo atingidas na pratica, ndo se encontrar bem delineado. E
importante, portanto, que os resultados experimentais sejam confirmados com
determinagdes basicas de eficiéncia no estudo da transferéncia de massa (INGHAM,

1971).

1.4.3. Fraciio Retida da Fase, “Hold Up”

E um pardmetro importante no calculo da transferéncia de massa € na teoria da
inundagdo, por permitir a previsio do tamanho da gota ¢ do ponto de inundagdo. O
*hold up”, ou fragho de uma das fases, dispersa ou continua, refida no equipamento €
disponivel para a extragio, pode ser previsto a partir das dimensdes do equipamento e,
em principio, de correlagbes para a velocidade superficial da gota. Esta forma elegante
de calculo permite o estudo do desempenho em uma grande faixa de trabalho, mas ¢
 limitada pela falta de boas correlagBes para os diferentes extratores. Isto se da, em
parte, pela falta de homogeneidade no tamanho da gota, pelo movimento das gotas no

sentido radial e pela quebra e coalescéncia das gotas.

STEINER (1988), relaciona algumas comelagBes e técnicas para determinagio
experimental do ‘hold up” em plantas piloto de colunas de extragio. Dependendo da
técnica o “hold up” é medido em posigdes localizadas (‘hold up”local) ou ao longo de

todo o equipamento (‘hold up” médio). Como ndo existe um método geral, €
aconselhavel usar diferentes procedimentos na mesma unidade para uma determinagao

confiavel do “hold up”. As téenicas mais empregados sio:

* estancamento répido, onde 2 coluna ou uma segio dela € repentinamente blogueada.

O volume da fase de interesse & ento lido. Fornece valores médios de “hold up™;
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* amostragem rapida, onde, apbs a retirada de amostra de uma fase da regido de
extragio, ocorre a decantaglo e subsequente leitura dos volumes das fases. E aplicavel
4 sistemas com excelentes condigBes de mistura e dispersde. E de facil execuglio ¢

fornece valores locais de “hold up”;
* queda de pressio, calculado através da densidade média do sistema;
* medida hidrostatica, que ¢ adequado para equipamentos com pouca turbuléncia;

* yadiagio gama; de condutividade térmica e capaciténcia e o de medidas ultra-sonicas

(TSOURIS e alii, 1990).

1.4.4. Transferéncia de Massa em Equipamentos Continuos

A transferéncia de massa entre duas fases liquidas é fung@o do comportamento dos
liguidos ao atravessarem o exfrator ¢ da taxa local de transferéncia de massa, que
depende da resisténcia no filme liguido interfacial. O tipo de fluxo afeta a distribuiglo
de tempos de residéncia e o gradiente de concentragao, ou seja, a forga motnz para a
transferéncia. Assim, para predicio da taxa global de transferéncia de massa, a
modelagem do processo deve envolver o comportamento das fases ao escoarem € 0

processo de transferéncia de massa local.

Em equipamentos de contato continuo o nimero de estagios, ou a altura da coluna,
necessarios para atingir o grau de separagfo desejado podem ser calculados com base
nos conceitos de numero de unidades de transferéncia (NTU-"Number of Transfer
Unit”) ou altura da unidade de transferéncia (HTU-"Height of Transfer Unit™). Para o

liquido 1 (STEVENS & PRATT, 1992),
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Co  4C, .
NTU, = J’C“ €= (1.3)
U, ¢ dC
HTU, = —{ ™ X | .
x kxa '[sz (Cx " Cxi) (1 4)

onde

a = area interfacial por unidade de volume do extrator (L* L7
C= concentragio do soluto, adimensional
k, = coeficiente de transferéncia de massa (LT

U, = velocidade linear da fase (L.T")

x, 0, 1 e i referem-se, respectivamente, as concentragbes de soluto na fase liquida 1.

alimentacdo, final no liquido 1 ¢ na interface. O liquido 2 é tratado de maneira igual.

Alguns dos mecanismos propostos para determinacio dos coeficientes individuais de
transferéncia tem origem nas teorias do filme, da superficie renovada e da camada
limite. Uma revisio sobre o assunto foi feita por SKELLAND (1992). Para fins
comparativos, um método aproximado de avaliagdo da altura é de grande utilidade,
principalmente na auséncia de dados experimentais. Alguns dos modelos existentes

estio citados abaixo.

1.4.4. 1. Modelos de Transferéncia de Massa

Os modelos propostos para descrigio do processo de transferéncia séo fundamentados

em dois tipos de escoamentos idealizados, fluxo pistdo e completamente misturado. No
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primeiro, assume-se que cada fase percorre 0 equipamento com velocidade constante,
uniforme e independente da posigio. A transferéncia de soluto se da somente na
diregdo perpendicular ao escoamento. No segundo, o conteado do extrator ¢
considerado totalmente misturado. As fases sdo instantaneamente misturadas com todo
o lguido no interior da unidade. Formam-se fases com composighes de soluto
homogéneas em todo o meio. A consideragio de fluxo pistao contracorrente gera maior
forga motriz, sendo portanto preferivel ao completamente misturado, no qual ambas as

fases sdo sempre mantidas na mesma concentragdo de saida.

Os modelos ideais consideram que somente o soluto é transferido, que as
concentracdes de soluto sdo baixas, que séo constantes 0 coeficiente de partigdo, a
distribuigso de tamanhos de gotas, as taxas de escoamento das fases e propriedades
fisicas, como viscosidade e densidade. J& que estas hipoteses, geralmente, ndo sao
obedecidas na sua totalidade em um processo industrial, outros modelos foram
desenvolvidos para uma representagio mais realista do comportamento do extrator.
Entretanto, deve-se recordar que o fluxo no extrator € complexo ¢ uma modelagem
precisa é de dificil obtengdo. As povas aproximag0es partem dos dois tipos de fluxos
idealizados, considerando a existéncia da difusdo molecular e de turbilhdes na diregao
do escoamento das fases, variagdes das velocidades lineares dos liquidos nas diregtes

radial e axial €, também, o arraste de uma fase pela outra.

Com relagio 2 influéncia da agitagio mecénica, pode-se dizer que € geralmente
benéfica, por levar 2 formagio de gotas de tamanho pequends, proporcionando malores
sreas interfaciais e reduzindo a altura da coluna. Entretanto, a mistura axial poderd
aumentar e, os efeitos negativos decorrentes desta, poderfo ndo compensar a redugio
na altura da unidade de transferéncia de massa. O ideal seria manter a forga motriz
maxima, por meio de altos niveis de agitagdo, o que elevaria a eficiéncia e diminuina a

altura necesséria para a transferéncia.
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Um modelo dificilmente englobard todas estas varidveis, a menos que seja
extremamente complexo. O procedimento mais frequente € assumir uma representa¢io
para o processo em estudo, aplica-la e comparé-la com as observagbes experimentais.

Fntio, modifica-la até que se adeque ao equipamento de trabalho.

Modificacbes nos modelos de fluxo ideais, tipo pistio ¢ completamente misturado,
geraram os modelos da dispersdo ¢ o de estdgios com mistura retroativa. Neste dltimo,
a coluna é tida como uma série de estagios completamente misturados. Em adigfio a0
escoamento principal dentro do extrator supde-se que uma porgdo do fluxo de cada
fase ocorra na direciio inversa, como por exemplo no arraste de uma fase pela outra, E
assumido que fragSes das fases continua e dispersa atravessam os N estagios em uma
direcio oposta a do fluxo principal. Os perfis de concentraglo para as duas fases sdo
obtidos das equagbes diferenciais resultantes de balango de massa no sistema. A
agitacio podera também contribuir para a mistura retroativa. Este modelo € limitado,
devido 2 dificuldade de medir as fragbes de fases que escoam em sentidos opostos.
Solugbes das equagbes diferenciais foram dadas por HARTLAND &
MECKLENBURG (1966).

O modelo da dispersio, da difusdo ou fluxo pistio com dispersdo axial € aquele no
gual ao escoamento pistdo ¢ adicionado um fluxo longitudinal, de difusdo molecular ¢
por turbilhdes, dentro de cada fase. Considera a dispersio axial do soluto em cada fase.
Assume que todos os desvios do escoamento tipo pistdo sfo representados por um
finico pardmetro, o coeficiente de dispersdo axial, que estd incluido no nimero de
Peclet, Pe. As equagBes de balango levam a uma equaglo diferencial complexa, que
pode ser resolvida com os dados das concentragdes, em posigdes locass, propriedades
fisicas e vazdes, entre outros A eficiéncia de extragiio € dependente tanto do niimero de
unidades de transferéncia quanto do niimero de Peclet, que ¢ uma medida quantitativa

da influéncia da mistura axial no desempenho do extrator.
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Os valores preditos de eficiéncia irfio variar para um dado nimero de unidades de

transferéncia entre agueles fornecidos pelos fluxos ideais pistio, Pe = 0, ¢
completamente misturado, Pe = 0. Assim, se tem disponivel um modelo flexivel na
predicio do desempenho para uma grande variedade de comportamentos de
escoamentos de fases, mesmo gue a melhona alcangada dependa somente da inclusdo

de um Unico pardmetro adicional, Pe.
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2. METODOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO
EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo apresentados a sistemdtica de realizagio dos experimentos, as

condigdes operacionais, os materiais ¢ os métodos de analise empregados.

2.1. Seleciio e Caracterizacio do Sistema de Trabalho

2.1.1. Escolha do Sal

Quando comparados os sistemas PEG-citrato, PEG-fosfato ou PEG-sulfato, o
primeiros aparece como uma alternativa vidvel para operagdes de médio porte onde
maiores quantidades de sal s3o empregadas. Citratos sfo compostos organicos
biodegradaveis, passiveis de descarte em uma estacio biologica de tratamento de

residuos, ¢ se ajustaram bem & separagio da enzima R-oxinitrilase, do farelo de
améndoas, em um sistema PEG-citrato de sodio (VERNAU & KULA, 1990).

Neste trabalho, a separagio de o-la e P-lg do soro bovino foi escothida como exemplo
de um meio real para o isolamento de proteinas usando SAB. Os sistemas PEG-citrato
de sodio foram inicialmente testados com este objetivo, buscando evitar a poluigio
ambiental ocasionada por sulfatos e fosfatos. Mas, como sera discutido a seguir ndo s¢
adequaram bem & separagio da a-la. Optou-se entdo pelo uso dos sistemas PEG-
fosfato de potassio, apropriados para separagio da o-la e da B-lg em SAB, como

proposto mnicialmente por CHEN (1992).
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2.1.2. Preparacdo dos Sistemas de Fases

Sisternas aquosos bifasicos, compostos por PEG-fosfato de potassio e PEG-citrato de
sédio, foram preparados a partir de solugbes estoques de PEG (50% peso/peso, p/p) €
sal (30% p/p, pH 7) para os experimentos objetivando determinar a relagdo de fases e 0
coeficiente de distribuigio usando proteinas puras. As concentragdes de PEG e dos
sais nestas solugbes estoques foram monitoradas durante aproximadamente 1 més por
lofilizagdo verificando-se que ndo ocorriam alieraghes nos seus valores. Para atingir o
pH 7, foram adicionadas quantidades de fosfato de potassio monobésico e dibasico na
proporgo mono:di igual a 1:1,82. Para o citrato de sodio, o pH 7 foi ajustado com
solugdes concentradas de hidroxido de s6dio e acido citrico ou 4cido cloridrico. Os
sistemas nas concentragbes desejadas foram formados pesando as massas dos
componentes das solugdes estoques em tubos centrifugos de 10 g. A estes foram
adicionados agua. Por exemplo, o sistema 14% PEG-18% sal (p/p), pH 7, foi formado,
para 10 g, adicionando-se em tubo centrifugo de 15-20 ml, sobre uma balanga
analitica, 1,8 g de sal {na proporgio 1 di:1,82 mono), 1,4 g do PEG (de peso molecular
descjado) ¢ agua até completar 10 g. Ou adicionando volumes correspondentes das
solugbes estoques previamente preparadas. Este dltimo procedimento agilizou a
dissotugdo das substdncias. Os sistemas foram misturados manualmente por inversdo
(5 min) e separados por cenirifugacio (5 min, 4000 rpm) em uma centrifuga de

bancada.

2.1.3. Relacdo de Fases

A influéncia de diferentes pesos moleculares de PEG e do teor do sal sobre a relagdo
de volumes das fases formadas foi observada através da determinagio dos volumes dos
sistemas obtidos, com a adigdo dos componentes em diferentes concentragdes de PEG

e citrato de s6dio ou fosfato de potassio monobasico e dibasico, pH 7.

43



2 Metodologia do Desenvolvimento Expenmental

2.1.4. Experimentos de Partigio

Para a determinagfio do coeficiente de partigio foram incorporadas aos sistemas,
descritos em 2.1.2, 5 mg de a-la ou B-lg puras on em solugdo (5 mg/ml) antes da
adigfo de 4gua. Posteriormente a massa do sistema era completada até 10 g com a
adi¢dio do volume necessario de agua. Aliquotas das fases supenor ¢ inferior foram
retiradas com pipetas Pasteur para a determinagdo, por cromatografia, da concentragio
das proteinas. Todos os sistemas € solugbes de proteinas foram preparados no mesmo
dia de realizacio do experimento, pois as solugdes aquosas de proteinas puras eram
instaveis a 5°C, temperatura de refrigeragdo. Isto €, as proteinas se agregavam se

estocadas em geladeira em solugdes agua-proteinas puras.

2.1.5. Curva de Calibragio

Os sistemas para a construgio das curvas de calibragdo para determinago analitica das

concentracies de o-la e B-lg, por cromatografia liquida de proteinas, foram obtidos

com a adigio de solugdes das proteinas, em diferentes concentragbes na proporgao
1:2.5 de o-Ja:B-lg, ao sistema 14% PEG-18% fosfato de potassio, antes da adigio da

gua e preparado conforme descrito anteriormente.

2.1.6. Quantificacio de a-Lactoalbumina e B-Lactoglobulina

Um método cromatografico foi desenvolvido, para a determinagio simultinea de
ambas as proteinas, a partir de uma curva de calibragdo construida em um sistema de

cromatografia liquida, CLRP, (FPLC-Tast Protein Liguid Chromatography™) com

solugtes aquosas de o-la e B-lg. A coluna cromatografica empregada foi a de troca
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iénica Mono Q HR 5/5, com pressdo de 1,5-2 MPa, fluxo 1,0 ml/min, volume de
amostra 1 ml e a absorbincia foi determinada a 280 nm, & femperatura ambiente
(ZBBC). As amostras da fase salina, ou inferior, retiradas dos sistemas de fases foram
dessalinizadas por filtragio em gel em uma coluna Sephadex PD-10, e depois filtradas
{filtro 0,2 um, membrana de acetato de celulose) antes de sua introdugfo na coluna, As
amostras da fase polimérica, ou superior, foram diluidas na proporgdo 1.3 e filtradas
(filtro 0,2 pm). Para sistemas com elevadas concentragbes de sais, estas amostras

foram também dessalinizadas como descrito acima.

Para determinagio das condigBes dtimas foram testadas varias solugdes tamples, em

diferentes valores de pH, bem como diferentes combinagdes gradiente-platd.

A limpeza da coluna foi feita ap6s cada analise com 2 M NaCl, 1 M NaOH, 2 M Na(Cl,
1 M HCl ¢ 2 M NaCl e logo a seguir equilibrada com 100% do padrio B (1 M NaCl
em solugiio 0,01 M de fosfato de potéassio, pH 7), para garantir a repetibilidade da
analise, conforme recomendagio do fabricante. A limpeza apds cada comda for
necessaria para evitar obstrugdes decorrentes da presenca de lipideos na amostra. Uma
sugestio seria a eliminagdo dos lipideos antes da introdugfo da amostra na coluna, mas
para evitar provéveis perdas de proteinas, foi feita a referida limpeza, o que diminuiu 0
tempo de vida (til da coluna. Prevendo estes problemas, inicialmente foram testados
outros métodos de analise das proteinas como densidade otica a 280 nm e
BRADFORD (1976), usando tanto albumina de soro bovino guanto o-la ¢ B-ig para
calibracdo. Foram abandonados por levarem & determinagio de proteinas totais. A
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, ‘Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis”) na presenga de mercaptoetanol também foi
testada, mas além da periculosidade, as bandas obtidas nio foram nitidas. Era
necessiria uma otimizagio da quantidade de gel e a determinagio quantitativa, por

intensidade de cor-densidade, se fazia trabalhosa e demorada para experimentos em

45



2. Metodologia do Desenvolvimento Experimental

uma unidade continua, onde os testes devem ser relativamente rapidos para controle

imediato do processo. Este método foi também abandonado.

2.1.7. Propriedades Fisicas das Fases

A densidade das fases foi determinada pesando separadamente as fases obfidas em
tubos centrifugos de volumes calibrados. As viscosidades foram medidas em um
viscosimetro Haake (Haake viskosimeter Rotovisco RV100-Messsystem CV 100,
Karlsruhe, Alemanha).

2.2. Caracterizacio Hidrodinimica do Equipainehto

Para caracterizagho hidrodindmica do extrator Graesser foram usados a distribuicdo de

tempos de residéncia, o coeficiente de mistura axial € 0 “hold up”.

2.2.1. Extrator Graesser

O extrator Graesser de 100 cm de comprimento por 10 cm de didmetro interno (QVF
Glastechnik Copm., Wiesbaden, Alemanha), Figura 2.1, diferente da maioria das
colunas de extragfio usuais, é operado horizontalmente. E constituido por um vaso
cilindrico de vidro e um motor de 0,25 kW. Dentro do corpo cilindrico se encontra o
rotor formado por um eixo ao qual estdo ligados 36 compartimentos, O motor ¢ usado
para a movimentagio deste rotor através de catracas que permitem a alteragio da

velocidade. Os 36 compartimentos sdo formados por 36 placas circulares de ago mox
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sentido da
rotag o0

Figura 2.1.a. Extrator Graesser usado nos experimentos
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Figura 2.1.b. Montagem experimental do extrator Graesser

Regido de
Extragdo
Fase PEG
N Eam—  ———
el
Fase Salina
Regido (33 Eixo de
Separagdo Rotacdo

Figura 2.1.c. Diagrama esquemdtico das correntes de entrada e safda no extrator
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(9,4 cm de diametro). Em cada placa estio presos 8 cestos semicilindricos de ago inox

(2.5 cm de didmetro), parcialmente abertos na dirego da mistura.

A diregdo do movimento do rotor foi invertida e a velocidade de agitago reduzida (0 a
10 rpm) para evitar a inundagdo € levando a condigbes operacionais mais estivels
(HUSTED e1 alii, 1980). No extrator, a fase rica em PEG foi introduzida e retirada na
parte superior pelos lados direito e esquerdo, respectivamente. A fase rica em sal fol
introduzida e retirada na parte inferior pelos lados esquerdo e direito, respectivamente.
Escoaram portanto em modo contracorrente a partir das extremidades do corpo
cilindrico. O fluxo neste tipo de equipamento ocorre por um vazio anular (0,3 cm de
espago livre) entre as placas circulares que sustentam os cestos semicilindricos € a
parede interna do vaso cilindrico. Quando em operagdo, o nivel da interface dos
liquidos ¢ controlado na linha central do aparelho por meio de um controle

hidrostitico. As fases foram introduzidas por bombas peristalticas.

Uma mistura suave é gerada através do movimento dos cestos semicilindricos que
transportam porgbes de uma fase para o interior da outra. Por exemplo na parte
inferior do extrator, o cesto se enche da fase que preenche esta regido do equipamento.
Com a rotagiio carrega-a para o lado superior, ocupado pela fase de topo. Acima da
interface comeca a descarregé-la na forma de gotas dentro da fase superior, a8 qual
tamnbém escoa na diregdo da interface. A medida que descarrega a fase inferior, se
enche da de topo que serd levada para a fase de fundo. Portanto, a fase superior €
conduzida simultaneamente e da mesma maneira para dentro do liquido inferior,
escoando também na forma de gotas em dirego 4 interface. O movimento dos liquidos
causado por esta circulagdo na diregio da interface € do tipo cascata. A separagido das

fases ocorre nas duas zonas de separagdo, localizadas nas extremidades direita ¢

esquerda do corpo cilindrico.
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2.2.2, Condigdes Operacionais

As velocidades de rotag@o testadas para os experimentos de distribuigo de tempos de
residéncia, fragdo retida da fase rica em PEG (*hold up™) e de transferéncia de massa
foram de 3, 5, 7 e 9 rpm. Estes baixos valores de velocidade de rotagfio foram
escolhidos wvisando mimmizar a tensfio de cisalhamento nos experimentos de
transferéncia de massa e manter intacta a estrutura conformacional das proteinas,
evitando assim a desnaturago por agitagfio. Estes valores encontram-se dentro da faixa
sugerida por HUSTED et alii (1980) para o processamento de biomolcculas no extrator
Graesser ¢ entre aqueles estudados por SHEIKH er alii (1972) para o sistema
guerosene-n-butilamina-dgua. ‘As relagdes das fases (rica em PEG/rica em sal) foram
2:1; 1,2:1 e 0.8:1 para os experimentos de distribuigio de tempos de residéncia na fase
polimérica ¢ de 2:1; 1,2:1; 0,8:1 ¢ 0,5:1 para os experimentos de distribuigho de
ternpos de residéncia na fase salina. As correspondentes taxas de escoamento foram 36
ml/min, 66 ml/min ¢ 88 ml/min para a fase nica em PEG e 44 mi/min e 70 ml/min para
a fase rica em sal. A fase salina foi iniroduzida como a fase de fundo, ou pesada, ¢ a

fase polimérica como a fase de topo, ou leve.

2.2.3. Preparacio dos Sistemas de Trabalho

Para os experimentos em processo continuo no extrator Graesser, foram pesados
diretamente 21 kg de PEG 1550, 19,6 kg de fosfato de potassio dibasico, 7.4 kg de
fosfato de potassio monobasico, 102 kg de 4gua, levando ao pH 7 ¢ totahizando 150 kg,
para a composigiio do sistema com 14% PEG-18% sal. Os componentes foram
igualmente divididos ¢ agitados por 2 horas em 4 tambores de 45 litros. Apés a
primeira agitacdo, os conteidos dos tambores foram transferidos para um tanque de
vidro de 300 litros para uma segunda agitagfio de 1 hora. O tanque € aberto no topo,

com uma pequena cavidade na parte inferior ligada por uma mangueira a uma bomba,
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o que possibilitava a agitagho do sistema, Depois de interrompida a agitago, as fases
14 permaneceram por 12 horas para decantar e atingir o estado de equilibrio, necessério
para evitar gealquer interferéncia no sistema, que nio as decomrentes do escoamento ¢
da transferéncia de massa dos componentes do soro, Apos este intervalo de tempo, as
fases foram retiradas ¢ separadas em tambores de 75 litros. Foram também estocadas a
temperatura ambiente, 23°C, por um periocdo de no méximo 15 dias até a realizagdo

dos experimentos. Nao foi verificada qualquer alteragio das fases nesse periodo.

2.2.4. Distribuicio de Tempos de Residéncia

A distribuigiio de tempos de residéncia, tanto da fase polimérica quanto da fase salina,
foram determinadas pefo método da injegdo de um corante, na forma de um pulso
Dirac concentrado, em um curto intervalo de tempo. As concentragdes de corante
foram testadas, partindo de valores baixos, até se atingir um teor no qual a resposta
obtida estivesse bem clara, isto ¢, onde a cor ndo se perdesse ao Jongo do extrator, nem
onde uma coloragdo extremamente forte fosse obtida, pois levaria a uma maior
dispersdo nas medidas de distribuigio de tempos de residéncia. Na escotha do corante,
procurou-se observar a capacidade de ndo distribuigdo do mesmo entre as fases, isto é
o tragador deveria permanecer somente na fase a ser estudada, ndo imteragindo com a
outra fase liquida. O tragador foi injetado, em cada velocidade de rotagdo, a uma vazao

fixa de uma das fases e a diferentes vazoes da outra fase.

2.2.4.1. Fase Polimérica

Um pulso Dirac de azul de cibacron, foi usado como o tragador para a fase polimérica

(15 mg/ml, 1 ml, tempo de injegdo de 2 s). Foi introduzido no sistema pela entrada da
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fase PEG. A concentragio do tragador foi determinada por medidas on-line de

absorbancia, comprimento de onda 595 nm, na saida da fase polimérica.

2.2.4.2. Fase Salina

Para a fase salina foi usado um pulso Dirac de azul de dextrana (70 mg/ml em 5% de
uma solugdo alcodlica, 1 ml, tempo de injecdo de 4 s). O corante foi injetado no
sistema pela entrada da fase salina e a sua concentragio foi determinada medindo

também 2 absorbéncia, 595 nm, na saida da fase salina.

Como a distribuigiio de tempos de residéncia do corante € influenciada por qualquer
desvio do escoamento pistdo, o coeficiente de dispersdo resultante engloba todas as
ndo idealidades do sisterna (STEINER ef alii, 1988). Um programa computacional,
baseado nas equagdes para o modelo da dispersdo, geraram o t€mpo de residéncia
médio, a média, a varidncia € o nimero de Peclet (LEVENSPIEL, 1992). O namero de
Peclet foi usado para determinar os coeficientes de mistura axial. Através da varidncia
das curvas de distribnicio de tempos de residéncia foi avaliada a aplicabilidade dos

modelos da dispersio e de tanques em séne para o sistema estudado.

2.2.5. Determinacio da Fragio Retida da Fase, “Hold up”

Apos ter sido atingido o estado estacionario, correspondente ao periodo de trés tempos
de residéncia para a fase salina, em uma predeterminada condigdo de velocidade de
agitagio e relagio de vazbes, foi determinado o “hold up” da fase rica em PEG pelo
método do estancamento. Neste procedimento sio interrompidas simultaneamente &

agitagio e todas as correntes de entrada e saida do extrator. O extrator foi entdo
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descarregado, as fases levadas & decantagdio ¢ os volumes das fases foram lidos. Esta

técnica leva a medidas de “hold up” médio.

Para determinagdio do ‘hold up”local foram retiradas amostras de 10 ml, com seringas,
das fases superior e inferior imediatamente acima e abaixo da interface. O ponto de
amostragem se localizava no centro do extrator. Neste mesmo ponto foram retiradas
amostras (10 ml, com seringas) proximas 2 parede superior ¢ inferior para

determinagiio do “hold up” no topo e no fundo do extrator, respectivamente.

2.3, Estudo da Transferéncia de Massa

2.3.1. Preparacio do Sistema

Para os experimentos de transferéncia de massa, 0 soro €m pé foi dissolvido na fase
salina (15% p/p do total de fase salina foi composta por soro) preparada como descrito
no item 2.2.3. A solugio foi agitada por uma hora até completa solubilizagao. Fol
filtrada antes de ser introduzida no extrator para evitar a formacdo de uma camada
sélida na interface entre as fases dentro do equipamento, 0 que prejudicaria
sensivelmente a transferéncia de massa. O permeado foi usado como a alimentagio, ou
fase salina, nos experimentos em processo continuo, a temperatura ambiente (230(3).

Também foram feitos alguns experimentos com o soro dissolvido na fase polumérica.

2.3.2. Experimentos de Transferéncia de Massa

Os testes foram conduzidos em estado estacionario e nas condigdes preestabelecidas de

velocidade de agitagdo (3, 5, 7 ¢ 9 rpm) e relaglio de vazbes (2:1; 1L.2:1; 0,8:1¢0,5:1).
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As amostras foram retiradas, a intervalos de trés tempos de residéncia da fase salina,
nas correntes de saida € no ponto de amostragem localizado no meio do extrator. Neste
local retirou-se amostras das fases superior e inferior, acima ¢ abaixo do nivel da

interface, supondo a existéncia de uma mistura homogénea em ambas as fases,

2.4 Reagentes e Equipamentos

2.4.1. Reagentes

* acetato de sodio: Riedel-de Haén

_ ¥ acido cloridrico: Merck

* acrilamida, bis-acrilamida; Fluka

* albumina de soro bovino-grau eletroforético: Sigma

* aznl de cibacron 3GA: Sigma

* azul de coomassie: Merck

* azul de dextrana T-200: Phanmacia

* Bis- Tris, 2 bis(2-hidroxietl)amino-2(hidroximetil)-1,3-propanodiol: Sigma
* citrato de sédio: Jungbunzlaver Landenburg Gmbh

* cloreto de sodio: Aldrich

* fosfato de potassio monobasico e dibasico: B.K. Landenburg
* dréxido de sédio: Sigma

* g-lactoalbumina bovina, grau eletroforético: Sigma

* B-lactoglobulina bovina, grau eletroforético: Sigma

* mercaptoetanol: Merck

* padrédo de proteinas para eletroforese: Bohringer

* piperazina; Sigma
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* polietileno glicol com peso molecular de 400, 600, 1000, 1550, 4000 ¢ 126000
{Lipoxol): Hiills AG

* SDS: Serva

* soro de queijo em po, Fondolac SL: gentileza da Meggle Milchindustrie GmbH &
Co. KG (Wasserburg, Alemanha).

* sulfato de amdnio: Serva

Na Tabela 2.1. € apresentada, de acordo com as especificagdes do fabricante, a

composi¢io do soro de guetjo em pd.

Tabela 2.1. Composi¢io do soro de queijo em pod

Constituintes Quantidade (%)
agua max. 4
Nuwix 6,38 ca 26
lipideos ca. 2
lactose ca. 46
cinzas ca 16
Na 1.8

K 5

Ca L1

P 1,3

Cl 3

pH ca 6,5

Niowt = nitrogénio total
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2.4.2, Equipamentos

* balanca analitica: Sartorius

* bombas peristalticas: Verder

* bomba 50 000 psi: Omel

* centrifuga compacta, 15000 rpm: duPont

* coluna crematogréﬁéa de troca anidnica Mono Q HR 5/5; Pharmacia

* sistema CLRP (FPLC-“Fast Protein Liquid Chromatography™); Pharmacia
* coluna para filtracio em gel PD-10 sephadex: Pharmacia

* eletroforese: unidade Protein 1 da Bio-Rad e sistema Phast da Pharmacia
* espectrofotometro uv-visivel on-line: LKB Biochrom 4049

* espectrofotdmetro uv-visivel: Shimadzo UV-160

* extrator Graesser: QVF Glastechnik GmbH (Quickfit Graesser Contactor)
* filro 0,2 pum: Sigma

* filtro prensa: Seitz Enziger Noll

* medidor de pH: Metrohm

* papel de filtro 4946: Seitz-Filterwerke

* tanque de agitagfo e decantac@o 300 litros: Glasstechnik GmbH

* tambores de plastico, 45 e 74 litros

* viscosimetro: RV 100, Haake

* materiais de rotina em laboratério, como béquer, tubos de ensaio, baldes

vohimétricos, entre outros.

56



3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O conjunto parcial dos resultados obtidos experimentalmente sera apresentado,
analisado e discutido neste capitulo. A totalidade dos dados esta representada no
Apéndice Al

3.1. Determina¢io da Concentra¢io de a-Lactoalbumina e B-Lactoglobulina

Para a determinagdo do coeficiente de distribuigiio e para os estudos de transferéncia
de massa foi necessério, em primeiro lugar, definir um método analitico para

quantificar as concentragdes das proteinas.

Na analise do coeficiente de partigio foram usadas somente proteinas puras, a-la ou -
Ig, possibilitando o emprego de téenicas analiticas para proteinas totais. Foram testadas
a densidade Otica, a 280 nm, e Bradford, sendo que estes procedimentos ndo
forneceram resultados satisfatérios. Optou-se entfio pelo estabelecimento de um
método para quantificar individualmente as proteinas. Foram testados eletroforese em
gel de acnlamida e cromatografia Hquida, CLRP, com coluna de troca ibnica. A
eletroforese nas condigdes usadas também ndo se adequou bem 2a resolugio das
proteinas, apresentando bandas de separagio largas. Foi escolhida portanto CLRP com

coluna de troca iBnica.

Neste tltimo caso, os padrdes empregados no desenvolvimenio do método

cromatografico para quantificagdo da a-la e B-Ig estéio apresentados na Tabela 3.1. O
sisteraa mwimero 4 foi selecionado por levar a melhor separagio. O procedimento

empregado esta dado na Tabela 3.2.
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Tabela 3.1. Composigao dos solventes para cromatografia liguida

Solvente A (pH=T7) Solvente B
I 0,02 M piperazina 0,02 M piperazina + I M NaCl
2 0,02 M Bis-Tris" 0,02 M Bis-Tris® + 1 M NaCl
3 0,02 M Bis-Tris® 0,02 M Bis-Tris® + 1 M NaAc”
4 0,01 M KP; 0,01 MKP;+ 1 M NaCl

2 Bis-Tris, 2 bis{2-hidroxietiljamino-2(hidroximetil)-1, 3-propanodiol, b NaAc = acetato de sodio

Tabela 3.2. Programaciio gradiente-platd empregada na determinagio analitica da o-

lactoalbumina e B-lactoglobulina

Tempo (min) Solvente B (%4)
Gradiente 0-20 10
Platd 20-25 10
Platd 25-449 30
Platd 40-50 100

De acordo com MORR & HA (1993), a B-lg é um dimero formado por B-lg A e B-Ig
- B. Dois picos para B-lg foram obtidos usando as proteinas puras na construgio da
curva de calibragBo. No entanto, como pode ser visto nas Figuras 3.1 e 3.2, am dnico

pico foi obtido usando amostras vindas do extrator, isto é, com o soro dissolvido.
As curvas de calibragiio para a a-la ¢ B-lg, construidas com solugbes puras destas

proteinas na razfio 1:2,5 a-la:B-lg em CLRP, estdo representadas nas Figuras 3.3.a e

3.3b.
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Figura 3.1. Cromatograma tipico dos padrdes de o-lactoalbumina e f3-lactoglobulina.

CLRP, coluna mono Q, fluxe 1,0 mlmin, pressio 1,5-2 MPa, solvente A:

0,01 M KP, solvente B: 0,01 M KP; + 1 M NaCi
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Figura 3.2. Cromatograma de uma amostra do permeado (soro dissolvido em uma
sohigic 18% KP;). CLRP, coluna mono Q, fluxo 1,0 mi/min, pressio
1,5-2 MPa, solvente A: 0,01 M KP,, solvente B: 0,01 M KP;, + 1 M

Na(Cl

60



¥

Area da curve x " sensibilidade”

3 Resultados e Discussdes

95.00
90.00—2
85.00 3
80.00
75.003
70.00-
ss.ao-i
60.003
55‘00-2
50.003
45.00-
40.003
36003
30,002
25.00]
20.003
1&90%
10.003

5.00°

vesne OX ~loctaibumin

y= 02464 113,72

0.003

LSUIR A S L AL A St A ML B A T R A S S A e B B I BN S AL S M 3 T i |

G0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Concentracdo da proteina {mg/mi)

Figura 3.3. a. Curva de calibrag@io construida em CLRP para a-lactoalbumina. Coluna

mono Q, fluxo 1,0 ml/min, pressdo 1,5-2 MPa, solvente A: 0,61 M KP,,
solvente B: 0,01 M KP, + 1 M Na(l
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Figura 3.3. b. Curva de calibragiio construida em CLRP B-lactoglobulina. Coluna
mono Q, fluxo 1,0 m/min, pressio 1,5-2 MPa, solvente A: 0,01 M KP,,

solvente B: 0,01 M KP, + 1 M Na(Cl
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Os dados obtidos para a construgio da curva de equilibrio foram ajustados pelas

equagbes (3.1) e (3.2), para a or-la e B-Ig, respectivamente.
% ml/mg = 0,216 + 113,7 4rea do pico.“sensibilidade” 3.1
% ml/mg = 5,21 + 54 érea do pico.“sensibilidade” (3.2)

Foi necessdrio multiplicar a drea do pico pela ‘sensibilidade” do equipamento para
normalizagho da medida da drea, o que permitiu a representagio dos valores das dreas
em um unico grifico. O motivo dessa consideragio se deve ao fato das concentragdes
de o-la ¢ B-lg estarem presentes em quantidades muito diferentes no sore (1:2,5).
Assim em, por exemplo, concentragdes muito baixas de B-lg, & o-la ndo era detectada,
implicando em uma nova injegic da amostra, em uma ‘Sensibilidade” maior, para que
a o-la pudesse ser medida. Geralmente nesta segunda condicio, a concentragdo de B-lg

ultrapassava o limite de detecgiio, como pode ser visto na Figura 3.6 do item 3.2 usada

para a guantificagdo de o-la.

3.2. Selecdio do Sistema

A seleglio do sistema foi feita segundo os resultados observados na relagdo de fases e

nos coeficientes de distribuigio das proteinas, apresentados a seguir,
3.2.1. Relacdo de Fases
Fot observada a influéncia do teor de sal e de diferentes pesos moleculares de PEG

sobre a relagdo de volumes de fases formados. Por este critério o uso de PEG 400,

1000, 4000 ¢ 12000 foram desfavoraveis, gerando sistemas com uma proporgdo de
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fases muito distante da unidade, como mostrado na Tabela33. N

estes casos, quando g

razdo entre volumes ¢ muito distante da unidade, o uso de SAB tem o mconveniente de

levar ao descarte de parte da fase presente em muito maior quantidade, ja que a

operagio adequada do equipamento nio possibilita a utilizagio de relagdes de vazio

muito distante da unidade. Empregou-se portanto PEG 1550.

Tabela 3.3. Relag#o de volumes de fases

PEG KPS, pH 7 Vialine/ Vipotimerics Citrato de Viating/ Visstimiries
(%) sadio, pH 7 (%)
460
10% 25 5.6
40% 7 0,1
1000
12% 18 24 18 2,52
12% 20 2,5 20 2,49
1850
2% 14 11 20 073
14% 14 0,9 o -
14% 18 1,02 e e
18% - - i0 0,43
12% 20 1,9 - —
4000
18% 7 0,15 - -
229% 7 0,32
24% 7 0,33 7 0.32
12000
14% 7 0,38 ——— —
22% 7 0.4 - -

# KP,, fosfato de potissio monobdsico e dibisico
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3.2.2. Coeficiente de Distribuicio

Além da relagfio de volume, outro critério empregado para escotha do solvente foi o
coeficiente de partigio das proteinas, definido de acordo com a equagio (1.1), dada

por
K= Ctase polimérica/ Ctasc salina (I . 1)

Os valores do coeficiente de partigio para a a-la encontram representados na Tabela

3.4. Praticamente toda a B-lg permanece na fase salina, como pode ser visto nos

cromatogramas das Figuras 3.4 € 3.5

Tabela 3 4. Coeficiente de paﬁigﬁo para a ¢-lactoalbumina no sisterna PEG-citrato de

sodio, pH 7

Citrato PEG 13550 (%)
de sodio '
(%) 1 12 13 14 16 18 20

21 0,36

20 0,84

19 1,76

18 0,25

16 0,26

14 0,19

12 0,36
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Figura 3.4. Cromatograma de uma amostra da fase salina do sistema 13% PEG-19%
citrato de sodio, pH 7. CLRP, coluna mono Q, fluxo 1,0 mi/min, pressao

1,5-2 MPa, solvente A: 0,01 M KP;, solvente B: 0,01 M KP,+ 1 M Na(C}
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Figura 3.5. Cromatograma de uma amostra da fase polimérica do sistema 13% PEG-
19% citrato de sédio, pH 7. CLRP, coluna mono Q, fluxo 1,0 mV/min,
pressio 1,5-2 MPa, solvente A: 0,01 M KP,, solvente B: 0,01 MKP; + 1 M

NaCl
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Nos sistemas testados, exceto para 13% PEG-19% citrato de sédio, a o-1a se concentra
também na fase salina, o que inviabiliza a separagdo. Aparentemente, nesta situagio de
13% PEG-19% citrato de sodio, € possivel que ocoma uma boa separacio das
proteinas. Mas para valores de concentragdes muito préximos, como os de 12% PEG-
19% citrato e 14% PEG-16% citrato, a u-la volta a distribuir-se predominantemente na
fase salina, gerando uma faixa de trabatho muito instavel em torno dos valores 13%
PEG-19% citrato de sodio. Este comportamento indica que se faz necessaria uma
otimizagio do sistema quanto ac pH, temperatura e outras concentragdes além das
estudadas. Esta etapa ndo foi conduzida neste estudo, pelo fato de ter-se optado pelo
trabatho nas condiches normais de temperatura e pressio, em pH 7 e com quantidades
de sal ¢ PEG reduzidas, facilitando tanto os estudos em planta piloto quanto a

reciclagem dos constituintes.

De acordo com a Tabela 3.5, os sistemas PEG- KP, levaram a valores dos coeficientes

de particio mais favordvers a separagio das duas proteinas,

Tabela 3.5, Coeficiente de partico para o-lactoalbumina e B-lactoglobulina no
sistema PEG- KP;, pH 7

KP, PEG 1530 (%)

(%) 12 14 12 14
Kex Kf

14 3.1 2.6 0,03 0,14

16 2,4 2.4 0,09 0,06

18 2.6 3.4 0,14 0,04

14" 2 3 0,06 0,05

18P 55 0,05

P tados de Chen (1992)
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E possivel observar na Tabela 3.5 que os dados para K, ¢ Kp obtidos por CHEN
(1992) sdo proximos daqueles encontrados neste trabatho, CHEN {1992) determinou a
concentrago das proteinas pelo método segundo Bradford. A Tabela 3.5 mostra que o
sistema mais indicado dentre agueles testados é o composto por 14% PEG-18% KP,
Este fo1 o escolhido para a reaiimqé’é do trabalho experimental, sendo gue os

cromatogramas da separagio podem ser vistos nas Figuras 3.6. e 3.7.
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Figura 3.6. Cromatograma de uma amostra da fase salina do sistema 14% PEG-18%
KFP; pH 7. CLRP, coluna mono Q, fluxo 1,0 mb/min, presséo 1,5-2 MPa,
solvente A: 0,01 M KP,, solvente B: 0,01 MKP, + 1 M NaCl
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Figurz 3.7. Cromatograma de¢ uma amostra da fase polimérica do sistema 14% PEG-18% KP;
pH 7. CLRP, coluna mono Q, fluxo 1,0 ml/min, presséo 1,5-2 MPa, solvente A
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3.2.3. Propriedades Fisicas

A Tabela 3.6 apresenta a viscosidade das fases, hivres de biomassa, para o sistema 14%
PEG-18% KP, e para a fase salina com soro dissolvido. As Figuras 3.8, 3.9 ¢ 3.10
mostram ¢ comportamento newtoniano das fases polimérica, salina e salina com o soro
dissolvido (permeado), ja4 que a wiscosidade nfio apresenta qualquer tendéncia de
variagdo com a taxa de deformacfo, exceto aquelas flutuagbes decorrentes do erro

experimental.

O que merece destague nas propriedades fisicas do sistema empregado € a elevada
viscosidade da fase polimérica, incomum na matona dos casos de extragfio liquido-
liguido encontrados na literatura. Em particular, os poucos estudos existentes com ¢
extrator Graesser empregam sisfemas orginicos ussais como querosene-n-butilamina-
agua, cujas viscosidades se encontram na faixa de 0,84x10° Pa.s, para a fase aquosa, a
1,22x107 Pa.s, para a fase orgénica (AL-HEMIRI & KAREEM, 1990). Esta diferenca
na viscosidade dos sistemas terd seu impacto no comportamento hidrodindmico do

extrator, COmMO $€ vera posteniormente.

Apesar da pequena diferenga de densidade entre as fases, 1x10™ kg.m™, o tempo de
decantagdio ¢ relativamente curto. Por exemplo, durante a preparacfio de cerca de 150
litros de fases, para os experimentos em planta piloto (item 2.2.3. da Metodologia do
desenvolvimento expenimental), o tempo necessario para a completa separagdo dos

liquidos foi aproximadamente de 15 min (Apéndice A2, Figura A2.1}.

Tabela 3.6, Viscosidade das fases liquidas para o sistema estudado

Fase Viscosidade (Pa s)
polimérica 1.7x107
salina 2.6x107
salina com soro digsolvido (permeado) 42x107
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3.3. Caracterizacdo Hidrodindmica

A descricio do extrator em termos hidrodindmices foi feita com base nas medidas de

distribuigio de tempos de residéncia e de “hold up”, sob condigbes preestabelecidas.
3.3.1. Distribuicfo de Tempos de Residéncia ¢ Dispersio Axial

Considerando que a distribuigio de tempos de residéncia do corante € influenciada por
qualquer desvio da idealidade no que se refere ao fluxo dos liquidos, como musturas
radial e retroativa, ocorréncia de “bypass”, bolsas estagnantes e volume morto, foram
desenvolvidos modelos para descrigiio do comportamento do escoamento distante das
condigBes ideais. De acordo com o item 1.4.1.1 (Revisio Bibliografica), um destes € 0
modelo da difusio ou dispersdo, que assume uma difusdo retroativa turbulenta de
soluto sobreposta ao fluxo tipo pistdo, ou seja pressupbe escoamento ideal com
consideragdes de mistura axial no equipamento. A mistura axial, ou refroativa, ¢
quantificada pela determinagdo de um f{nico pardmetro, o coeficiente de dispersdo
axial (Dy). Portanto em Dy estdo concentradas todas as ndo idealidades do sistema
previstas pelo modelo (STEINER ef alii, 1988). Um aumento da mistura axial, que se
reflete em D, provoca a redugio na altura da unidade de transferéncia e o consequente
aumento do comprimento da coluna quando comparado com o escoamento ideal.
Assim, pode-se dizer que D, tem efeito negativo sobre a qualidade da extragdo,

diminuindo sua eficiéncia.

Um programa computacional, desenvolvido no ‘Institut fiwr Biotechnologie”,
IBT/KFA, com base nas equagbes do modelo da dispersao (LEVENSPIEL, 1992) ¢
nos dados experimentais de distribuigao de tempos de residéncia, gerou o tempo de
residéncia médio, a média, a varidncia ¢ o niimero de Peclet. O niunero de Peclet fo:
usado para determinar os coeficientes de mistura axial. Através da vanancia das curvas

foi avaliada a aplicabilidade do modelo da dispersdo para o extrator em estudo.
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As consideragdes increntes ao modelo da dispers@o € que serfio abordadas na analise

dos resultados de caracterizagfio hidrodindmica no extrator Graesser, sio:
* representagdo da mistura retroativa pelo coeficiente de dispersio axial;

* constancia da velocidade média ¢ da concentragdo de cada fase em toda a seglo

transversal;

* constancia do coeficiente de transferéncia de massa volumétrico, ou consideragio de

um valor médio;

* constdncia da miscibilidade parcial entre os liquidos, das vazdes volumétricas e da

carga do “solvente”;
* difusdo umicamente do soluto;
* relagdo de equilibrio linear ou aproximadamente lineanizivel.

As equagdes diferenciais basicas em forma adimensional, que representam o modelo

da dispersdo, sfio (LEVENSPIEL, 1992):

2
5{?_:(“{_),‘1 C_dc (3.3)
ds \Pe/ gz’ dz

com as variveis adimensionais:

Pe = nlimero de Peclet (UL/Dy)

C = concentragao (Cx=cx/cy’, Cy=cy/ex")
8 = tempo (V1) .

z = coordenada espacial (/L)
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onde

Dy = coeficiente de mistura axial (m*.sh

U = velocidade linear média (m.s™)

L = comprimento do extrator {m)

t = tempo determinado experimentalmente (s)
t = tempo médie de residéncia (s)

z = distincia axial (m)

Considerando o sistema aberto como uma condigio de contorno, a funglo resposta

ohtida tem a forma;

1-86)°
Ep = wﬁ_ﬁi_?mcxp —-~(- i) (3.4)
2 fﬂ@[mwj 49(“—)
VAP Pe
com a media
1 o
c=1e2( L) (5.5)

e a variincia

op = 2(%) + 8@32 (3.6)
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3.3.1.1, Fase Polimérica

As concentragdes do tragador medidas na saida da fase polimérica e aquelas calculadas
com © programa computacional para o modelo da dispersdo, descrito acima, foram
representadas contra o tempo de residéncia para a avaliagdo da DTR. O modelo da
dispersio foi aplicado, por regressdo ndo-linear, e os resuliados foram comparados
com aqueles obtidos nos testes. O tempo médio de residéncia para cada experimento
individual foi calculado com base nos dados normalizados e com a consideragio de

sistema aberto (LEVENSPIEL, 1992},

Os resultados foram entdo empregados para representar os valores de E(6) contra o
tempo adimensional, €, Como exposto, 0 modelo da dispersdo gera o nimero de
Peclet, também conhecido como ntmero de Bodenstein ou o inverso do namero de
dispersfio, um adimensional que relaciona escoamento convectivo e difusional,
contendo o coeficiente de mistura axial, Dy. Dy foi determinado de cada DTR e assim
usado como uma medida da mistura axial em diferentes condigbes. A Figura 3.11
mostra um espectro de DTR depois da aplicagio de um pulso de azul de cibacren na
entrada da fase polimérica. Os valores determinados experimentalmente (pontos)
foram ser bem reproduzidos com o modelo da dispersio (linha cheia), validando assim
o uso dos resultados de DTR na representag@o das misturas axial e radial, calculadas
pelo modelo da dispersio. Portanto o escoamento da fase polimérica pode ser
considerado do tipo pistdo com ocorréncia de mistura axial e radial. Foram testados
também o modelo de tanques em série, ao qual os dados obtidos no extrator nao se
ajustaram, e o modelo combinado com consideragbes de volume morto, que
representou bem os dados experimentais, embora o ajuste tenha sido infenor ao do

modelo da dispersio, conforme a Figura A2.2 do Apéndice A2,

Para caracterizar a mistura axial na fase rica em PEG foi examinada a influéncia da

velocidade de agitagdo sobre Dy. Na Figura 3.12 representa-se Dy em fungfio da
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velocidade de agitagio para os valores medidos experimentalmente. Como se observa,
o coeficiente de mistura axial é praticamente independente da velocidade de agitagio
na faixa empregada. Baixas velocidades de agitagéo foram escothidas por minimizarem

as tensdes de cisalhamento, que podem degradar compostos sensivels, como proteinas

iabeis.

3 o)
O Medido
E(©) 2 - ~-—m— Calculado

‘E o
O f
0 s ; i i
i} 1 2
O(-)

Figura 3.11. Distnbuigio de ternpos de residéncia na fase polimérica, apds a injecio de

um pulso de azul de cibacron. Vipagimencs = 36 mbmin, Vign, = 44 mb/min, 7

T
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Figura 3.12. Influéncia da velocidade de rotagio sobre a mistura axial na fase

polimérica. Pardmetro: vazdo da fase rica em PEG. Vmgna = 44 ml/min

A mistura axial também pode ser influenciada pela velocidade linear das duas fases ou
pela relagiio entre as velocidades lineares das fases. Para analisar esta dependéncia, Dy
foi medido como uma funglic da velocidade linear das fases polimérica ¢ salina. Os
experimentos foram realizados a diferentes velocidades de fase polimérica. Como
mostrado na da Figura 3.12 maiores velocidades lineares da fase polimérica
aumentaram o grau de mistura axial, expresso por maiores valores de Dy, sendo este
coeficiente, de todo modo, independente da velocidade de agitagho para velocidades

lineares das fases constantes.

Um resultado importante obtido das medidas de DTR para a fase polimérica foi a
constatagio de que a taxa de escoamento da fase salina ndo influencia a DTR da fase
polimérica. Fato observado ap6s injetar um pulso de corante na fase rica em PEG, cuja
vazio foi mantida _ﬁxa, em diferentes taxas de escoamento da fase salina. Como

apresentado na Tabela 3.7, experimentos feitos sob mesmas condigdes de vazio ¢
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diferentes velocidades de agitagdo, levaram a valores préximos do tempo de residéncia
médio, indicativo de uma importante caracteristica do equipamento, ou seja, &
existéncia de duas fases escoando independentemente uma da outra e que se dispersam
devido a aglo da mistura saave. Na Figura 3.13 esta demonstrado que a 1azdo enfre as
velocidades lineares das fases, ou igualmente a vazio da fase salina, ndo influencia de
forma apreciével o grau de mistura axial no extrator Graesser, ja que a fase polimérica
foi mantida constante. Apesar de certa flutuag@o dos valores, nota-se, que para as duas
relagdes de vazdo de fases, o coeficiente de dispersio axial mantém-se em uma mesma

faixa. Novamente a independéncia de Dy com a velocidade do rotor € evidenciada.

Tabela 3.7. Tempo de residéncia médio (min) para a fase polimérica

VZgytimirics VZiustina Velocidade de rotagio

(ml/min) {ml/min) 3 rpm 5 rpm 7 rpm 9 rpm
36 44 127 122 113 128
36 70 122 110 129 117
88 44 61 60 55 50

Wz, = vazio da fase

Resumindo, para a fase polimérica pode ser constatada a independéncia da mistura
axial com a velocidade de agitagio ¢ com a relagdo entre as velocidades lineares das
fases. Mas niio com a velocidade linear da fase polimérica, que isoladamente tem
grande efeito sobre a mistura axial, levando a0 estabelecimento de uma velocidade

linear de fase limite, acima da qual a qualidade da extrago € severamente diminuida.
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Figura 3.13. Influéncia da velocidade de rotaglo sobre a mastura axial na fase
polimérica. Parfmetro: relagio de fase (polimérica/salina). Vgaimerica = 30

ml/min

3.3.1.2, Fase Salina

A Figura 3.14 apresenta os valores para um teste tipico de DTR na fase salina. Os
pontos referem-se aos dados medidos experimentalmente e a linha cheia aos valores
calculados pelo modelo da dispersdo, o qual também previu adequadamente 0s
resultados experimentais. Assim, para a fase salina o fluxo se comporta como sendo do
tipo pistdo com mistura axial associada. O que ¢ uma justificativa para o uso dos dados
de DTR para o calculo do coeficiente da mistura axial na fase salina. As curvas obtidas

para esta fase tém uma base mais largas do que as correspondentes na fase polimérica.
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Figura 3.14. Distribui¢o de tempos de residéncia na fase salina, apds a mnjegdo de

um pulso de azul de dexirana. Viapotiménce™ 38 m/min, Veorna = 70

mi/min, 3 rpm

Este comportamento é uma indicagdo de que as misturas axial €, provavelmente, a

radial tenham um efeito mais significativo sobre a fase salina do que sobre a fase

polimérica. Afirmativa que se confirma com a andlise dos valores de Dy obtidos para a

fase salina. Da Figura 3.15, observa-se que oS valores de Dy para a fase salina séo

levemente maiores do que os da fase polimérica. Dy variou, para a fase rica em sal, de

um minimo proximo de 1,5x10° até um méaximo de quase 3x10¢ m’s”, e para a fase

rica em PEG seus valores ficaram em torno de Ix10° m?st

A Figura 3.15 mostra a dependéncia suave da mistura axial com relaco ao aumento da

velocidade de agitagio. Os pontos de méaximo exibidos por cada curva mostram que

existe uma regido inapropriada para o trabatho, mas cuja faixa ndo ¢ muito larga.

Observa-se que maiores velocidades lineares da fase salina também levam a um
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aumento do grau de mistura axial expresso por maiores valores de Dx. A mesma
tendéncia foi percebida na fase polimérica. Os valores de Dy para a fase salina alertam
para a conveniéncia de trabalho nas mais baixas e mais altas velocidades de agitagdo
estudadas. Para a fase rica em PEG as grandezas obtidas mostraram a mdependéncia
de Dy com a velocidade de rotagéo. E novamente enfatizado que a baixa faixa de

velocidades estudada foi escothida para evitar a desnaturagfo das proteinas.
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Figura 3.15. Influéncia da velocidade de rotagio sobre a mistura axial na fase sahna. -

Parametro: vazio da fase salina. Viuiimerica = 88 ml/min

SHEIKH er alii 1972y e WANG et alii (1977) estudaram o comporiamento
hidrodinamico de um extrator Graesser, empregando o sistema querosene-n-
butilamina-agua. Seus resultados mostraram que os valores de Dy situaram-se na
ordem de grandeza de 10” para a fase aquosa e de 10 para a fase orgénica, indicando
que a fase de maior viscosidade, querosene, exibia menores valores de Dy. Quando
comparado com os autores acima citados, os dados deste trabalho encontraram-s¢ na

faixa de menores Dy e apresentaram a mesma tendéncia com relagio & viscosidade das
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fases, i4 que a maior viscosidade € apresentada pela fase polimérica. No entanto, o tipo
de dependéncia dos coeficientes de mistura axial com a velocidade de rotagio divergiu
nas duas pesquisas, De acordo com SHEIKH et alif (1972) D, aumentou com a
velocidade de agitagio para a fase aquosa, enquanto que para WANG er alii (1977)
diminuiu com a velocidade de agitagdo para a fase orgénica. Os autores discutiram a
consideravel influéncia das propriedades fisicas sobre a mistura axial ¢ sugeriram o
uso de baixas taxas de agitagdo e altas relagdes solvente/alimentagfio para se obter uma

extragio eficiente.

A Figura 3.16 mostra que a velocidade linear da fase polimérica tem influéncia minima
sobre os valores do coeficiente de mistura axial, Dy, da fase salina. O mesmo
comportamento foi anteriormente constatado para a fase polimérica. Portanto, pode-se
assumir a existéncia de duas fases escoando independentemente uma da outra, como ja
constatado na discussiio anterior para o tempo de residéncia médio e para 2 mistura
axial na fase polimérica. A Tabela 3.8 apresenta os resultados de tempo de residéncia
médio para a fase salina. As fases se dispersam uma na outra provocando a queda €
ascensio das gotas em diregbes opostas. Pode-se assumir que sejam dois ligudos
continuos se dispersando mutuamente. A suavidade da mistura evita a formagao de
emulsdes, comuns em sistemas com baixa tensfio interfacial e pequena diferenga de

densidade, que retardariam e dificuliariam a separacio das fases.

Tabela 3.8. Tempo de residéncia médio (min) para a fase salina

Y Zgpolimerics VZtcatine Velocidade de rotagio

{ml/min} (mi/min) 31pm 5 rpm 7 rpm G rpm
36 70 61 46 42 4]
88 70 52 57 33 51
88 44 99 84 89 95

Vi, = vazio da fase
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Figura 3.16. Influéncia da velocidade de rotagio sobre a mistura axial na fase salina.

Parametro: vazio da fase polimérica. V gaiins = 70ml/min

3.3.2. Fracio Retida da Fase Polimérica

Outro pardmetro mmportante para a caracterizacio hidrodindmica do extrator ¢ a fragho
retida de uma das fases, que estd disponivel para a transferéncia de massa dentro do
equipamento, ou seja, o ‘hold up™ Neste trabatho, o ‘hold up” se refere a fragdo retida

da fase rica em PEG. Significa portanto o percentual da fase polimérica presente no
equipamento capaz de extrair o-la da mistura de proteinas contida na fase salina,
oriunda da dissolugiio do soro de queijo em po. Pode ser uma medida feita em um
determinado ponto do equipamento, ‘hold up” Jocal, ou em toda a unidade, ‘hold up”

médio. Tais medidas de ‘hold up” sio informagdes valiosas para 2 estimativa da
qualidade da transferéncia de massa de uma unidade de extragio sob condigdes

predefinidas.

g7



3. Resuhiados e Discusshes

Apés ter sido atingido o estado estaciondrio, ou seja apos rés tempos de residéncia
para a fase polimérica, em uma condigao de operagio preestabelecida, foi determinado
o “hold up” da fase rica em PEG pelo método do estancamento rapido. Este método

leva a medidas de “hold up” médio, calculado por:
Hg=V/V (3.7)

onde
Hd = “hold up”, (adimensional)
Y = volume da fase polimérica (m*)

Vi = volume total (m”)

O desempenho de uma unidade de extragio em processo contimio € altamente
dependente da quantidade de solvente que esti presente no equipamento para remover
o soluto da alimentagio. Altas relagdes solvente/alimentagdo tendem a formar
gradientes de concentragdo favordveis a transferfncia do soluto na direglo da
alimentacio para o ‘Solvente”. No caso analisado, foi observada a influéncia das
razbes de velocidade das fases e da totagio sobre o ‘hold up” da fase polimérica. A
Figura 3.17 mostra a independéncia do ‘hold up” da fase polimérica tanto em relagdo a
velocidade de rotagio quanto em relagio a razéo de velocidades das fases. Assim, a
capacidade e desempenho do extrator nao foram reduzidos pela operagdo em baixas
velocidades de agitagdo, o que leva a condigdes de mistura favoriveis para produtos

1abeis, como proteinas.

O “hold up” é um pardmetro, peculiar de um processo de extragio, que depende do
equipamento selecionado, das condigdes operacionais empregadas e das propriedades
fisicas das fases. Neste sentido, o primeiro aspecto que merece destaque ¢ a diferenga
entre equipamentos horizontats, do tipo do extrator Graesser, e as colunas verticais.

Nestas ilfimas, o aumento do “hold up” com a relagio de vazdes € um comportamento
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3. Resultados e Phscussdes

caracteristico, Para o extrator Graesser, no entanto, o controle externo da interface
predetermina que a separagdo de fases seja fixada na linha equatorial do equipamento,
estabelecendo desta forma uma faixa bem estreita para a variagio do “hold up” médio.

Por isso, mesmo modificando as relagdes de velocidades ou, entdo, a soma das vazbes,

os valores de “hold up” ficam sempre restritos a uma pequena faixa.
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Figura 3.17. Dependéncia do ‘hold up” com 2 velocidade de rotagfo. Pardmetro

relagBes de fase (polimérica/salina}

SHEIKH e alii (1972) e WANG er alii (1977) relataram 0§ mesmos resultados agul
obtidos, no que se refere & influéncia da velocidade de agitagdo sobre o “hold up” No

entanto, ao contrario dos resultados aqui apresentados, estes autores observaram um
aumento do ‘hold up’ com as relagles de vazdes. E provavel que esta diferenca derive
das propriedades fisicas particulares de cada sistema, dos sistemas orginicos de
extracdo convencional (querosene-n-butilamina-dgua) ¢ de SAB (polietileno ghcol-
fosfato de potassio-ggua). Os SAB apresentam baixa tensio interfacial e elevada

viscosidade. Pode-se, assim, esperar algumas diferengas entre o comportamento
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hidrodindmice dos SAB e dos sistemas de extragio tradicionais, agua-solvente. Mas,
apesar desses desacordos, as caracteristicas hidrodindmicas especiais do extrator
Graesser o adequam satisfatoriamente para operar com SAB, permitindo 0 emprego de

sistemas com baixa diferenca de densidade e baixa tensdo interfacial.

A Figura 3.18 mostra que com as medidas de ‘hold up” local, no centro do
equipamento nas regibes superior € inferior junto as paredes do extrator, a metade
superior do exwator foi predominantemente preenchida com a fase polimérica (Hd
entre 96 ¢ 98%) e a metade inferior com a fase salina (Hd entre 2 € 3%). Da Figura
3 18 observa-se também a independéncia do ‘hold up” da fase polimérica com a
velocidade de rotagio. Este comportamento vem reforgar a afirmativa da existéncia de

duas fases escoando independentemente 1o exirator.

1 e —_ i~ — s, A &
g 08-
[» 1
7
8 06 - [+ Amostragem na parte superior da coluna
5 = Amostragem na parte inferior da coluna
2 04+
k]
!
£ 02+
0 A Bt gt
2 3 4 3 6 7 8 9 10

Velocidade de rotagéo {rpm)

Figura 3.18. Dependéncia do *hold up” com a velocidade de rotagdo. Amostragens das
fases salina e polimérica no centro do extrator. Vipiimerics = 36 ml/min,

Vicating = 70 ml/min
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Por fim procurou-se determinar o ‘hold up” local no ponto de amostragem no centro
longitudinal do extrator em tés posigdes, ou seja, imediatamente acima e abaixo da
Iinha da interface ¢ no centro radial da umidade, isto €, na regifo da interface. Estes
dados infelizmente ndo puderam ser empregados para uma avaliagfo detathada do
comportamento local do “hold up”, por ser uma regifio de alta imprecisio de medida. A
agitagBo ndo permitiu fazer uma amostragem adequada em nenhuma das trés posigdes
acima citadas, pois a mangueira usada para drenar a amostra oscilava muito no meio
liguido. Apesar desta imprecis3o, ¢ mostrado na Figura A2 3, do Apéndice A2, uma
parcela dos resultados obtides no centro radial do equipamento. Observa-se a reducfio
do ‘hold up” com o aumento da velocidade de agitaciio e uma leve tendéncia de

crescimento do “hold up” com a relagfo de vazio entre as fases.

3.4. Transferéncia de Massa

Os resultados promissores dos testes de caracterizagdio hidrodindmica no extrator

Graesser incentivaram a continuacio dos estudos no equipamento com sistemas reais.

O caso escolhido foi a separagio de o-la e B-Ig do soro de queijo com o sistema 14%

PEG 1550~ 18% fosfato de potassio, pH 7.

Para interpretar os dados de extragio foi selecionada wma aproximagio tedrica do
modelo da difusio (MIYAUCHI & VERMEULEN, 1963; MOON er alii, 1963) que
inclui o efeito da mistura axial sobre a avaliagBo de desempenho de operagbes de
colunas em contracorrente. Como no caso do modelo da dispersdo para distribuigfo de
tempos de residéncia, o coeficiente de dispersio axial, que descreve a mistura axial, €
andlogo a uma difusividade efetiva. E também o resultado de duas contribuigBes,
sendo a primeira delas a furbuléncia associada com a difus8o na diregio axial ¢, a

segunda, a difusio de Taylor, gue é devida a uma mistura radial causada por um perfil |
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3. Resultados e Discusstes

de velocidade nao uniforme. Ambos os tipos de difusio provocam uma diminui¢ac nos
gradientes de concentragio, a forga motriz para a transferéncia de massa, reduzindo a

eficiéncia € portanto o miymero de estagios tedricos.

A opgio pelo modelo da difusfio € apropriade para o extrator Graesser, poste que as
duas fases podem ser consideradas como continuas. Convém recordar que o modelo da
dispersio, vsado na descrigio do comportamento hidrodindmico do extrator, tem a
mesma origem que o da difusdo, sendo igualmente capaz de representar
satisfatoriamente o comportamento das curvas de distribuigio de tempos de residéncia

no extrator.

No modelo da difusio asémne-se gue um fluxo difusional turbulento € adicionado ao
escoamento Hipo pistio. A dispersio axial do soluto-em cada fase € considerada
separadamente. Assume-se também que todos os desvios do escoamento tipo pistio
nas fases estio concentrados em um inico pardmetro, o coeficiente de dispersdo axial,
incluso no nimero de Peclet, Pe. As equagbes de balango levam a uma equagdo
diferencial, que pode ser resolvida com dados de concentragdes locais ou de saida das
fases, propriedades fisicas e vazbes. A eficiéncia de extraglo ¢ dependente tanto do
miumero de unidades de transferéncia guanto do nimero de Peclet, que £ uma medida

quantitativa da influéncia da mistura axial no desempenho do extrator.

As equagBes para o modelo da difusdo, em forma adimensional, foram obtidas a partir
do balango de massa em uma altura diferencial do extrator. Para a fase X (MOON er

alii, 1963):

d’C, Pe,BdC,
4z’ dz

- Nm?exB[Cx -(Q+mC, )] =0 (3.8)
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¢ para a fase Y

d’Cy _Pe,BdC,
dz* dz

+N0},PeyB{Cx ~(Q+mC, )] =0 (3.9)

As equagdes (3.10) ¢ (3.11), dadas abaixo, definem as condigdes de contomo
necessarias para solucionar as equagdes (3.8) e (3.9). Z = 0 significa a posigdo axial na
entrada da alimentacdio e Z =1 a posigio axial na saida da alimentag#o. Os subscnitos 0
e 1 representam a posigio Z dentro do extrator. Os sobrescritos 0 e 1 representam as

concentragdes do soluto nas correntes de entrada e saida, respectivamente.

;

dC
"~ dzjf = PexB(l - Cxﬁ)

emZ =0, (3.10)

dc,
~az 7Y

emZ =1, ic (3.11)

- “&"zi = P"y(cyl - C*i’)

com os adimensionais

B = comprimento adimensional (h/L)

C = concentragho (Cx = c /¢ 0, Cy = c},/cxﬁ)
m = coeficiente de distribuigio do soluto

Pe = numero de Peclet (UL/Dy)
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No = nimmero de unidades de transferéncia global (NTU)

) = intersecdio na curva de equilibrio (C 7= Q +mC)

Z = fragio de comprimento na coluna (z/L) |

onde

¢ = concentragio do soluto (kg.m”)

Dy, = coeficiente de mistura axial (m®s7)

h = largura do compartimento do extrator (L/ nimero de compartimentos, m)
L = comprimento do extrator {m)

1J = velocidade linear média (m.s™)

» = distancia axial, medida da entrada da fase X na diregdo do escoamento (m)
Os subscritos x, y Tepresentam as fases X e Y. O sobrescrito * significa equilibrio.

Solugbes para as equagdes (3.8) e (3.9) foram derivadas por MIYAUCHI &
VERMEULEN (1963). Dentre elas, a selecionada para ser usada neste trabalho €
aguela baseada em sucessivas iteragdes do NTU verdadeiro (Nox), usando valores
experimentais X;, Pe,B ¢ PeB. X, € a concentragdo generalizada de soluto,

adimensional, na fase X, dada pela equagio (3.12) na saida do extrator:

X zC’”_(Q“mCi’) (3.12)
"1-(Q-mC))

Neste procedimento € necessario uma definiic para o NTU aparente (Noxp).

Assumindo fluxo pistio, obtém-se (TREYBAL, 1980):
Ny = ——[X(1-2)+] (3.13)

R P Y

com A= fator de extragio (UJmU, adimensional) ¢ o subscrito p = tipo pistio ideal.
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O NTU verdadeiro esta relacionado com o aparente pela equagao (3.14):

i i 1 |
_E (3.14)

onde Noxd ¢ o nfimero de unidades de dispersdo global, uma funcéio de 2, Pe,B e

Pe,B. Para A#1,

N *%$+(PB) (3.15)

com @ igual a um fator de correlagdo adimensional, dado por:

0,05
G=1—— o5 (3.16)

WINSS(PB)

¥

(PB), ¢ fornecido pela equagio {3.17) abaixo:

-1

'y 1
PB). = + J
(PB), [fxpﬁxg f}Pe}BJ B17)

onde f; e f, sdo fatores de peso adimensionais segundo as equagdes (3.18) e (3. 19):

f — NOX +KN(2}{:A'FQVSWG’ 3 }g)
TN, ANy ¢
o ox

e Not KN 20 (3.19)
’ Nox + K’Nﬁ? kﬁ,ﬁ*u
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sendo o um expoente ajustivel e x um coeficiente numérico. MOON ef alii {1963)

obtiveram para uma coluna de extragdo pulsada os valores 0,0 € 6,8 para & ¢ X,
respectivamente. SHEIKH ef alii (1972) ¢ WANG et alif (1977) extenderam esta

aproximagéio para o extrator Graesser, empregando os mesmos valores para os

parametros o e k. Esta consideragdo foi mantida neste trabalho.

O niimero de Peclet para as duas fases foi calculado tomando por base 03 experimentos
de distribuigio de tempos de residéncia e a o-la foi selecionada como o componente
chave. Assim sendo, o niimero de unidades de transferéncia foi calculado a partir dos

dados de extragdo da o-a, sob a consideragdo de independéncia entre as concentragdes

de o-la e P-lg.

3.4.1. Separacio Continua de Proteinas do Soro de Queijo

Foram testadas as duas direcdes de transferéncia, tanto a da fase polimérica para a fase
salina (topo para fundo) quanto a da fase salina para a fase poliménica (fundo para
topo). No primeiro caso verificou-se a impossibilidade do uso da condigao pelo fato da
maior parte da -lactoalbumina, presente na solucio formada por soro-fase rica em
PEG, ficar retida na torta da filtragao. Também foi verificada a ocorréncia de
separagio de fases no permeado. Por estes motivos todos os experimentos foram feitos
com a diregio de transferéncia de solutos da fase salina para a polimérica. A
concentragio da alimentagdo foi de 15% p/p de soro dissolvido na fase salina. Outras
concentrages de soro na fase salina, 7% ¢ 10%, foram igualmente testadas, mas as

proteinas ndo foram detectadas pela técnica analitica, por CLRP.

A Figura 3.19 mostra a permanéncia da P-lg na fase salina ¢ a independéncia

velocidade de rotagdo na extragio de B-lg. Praticamente toda PB-lg ficou na fase salina,
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Jevando a uma boa separagio da B-lg com o sistema pesquisado. Este comportamento
permite 0 tratamento desta proteinas como um componente que nio se transfere, o que

foi verificado nos experimentos de transferéncia de massa realizados, conforme as

Tabelas A8 e A9 do Apéndice AL
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Figura 3.19. Distribuigdo de P-lactoglobulina entre as fases polimérica ¢ salina.
Vipolimérica = 80 ml/min, Viaine = 44 mi/mm
Em um segundo conjunto de experimentos, duas relagdes de fases foram empregadas
para mostrar o efeito do aumento da relaciio PEG/sal sobre a separagao. Paraa fB-lga
extragio nio € influenciada pelo aumento da razio PEG/sal. Mas para a o-la existe
uma diferenga significativa entre as duas condigdes. Como pode ser observado na
Figura 320, com a razio de vazdes Vppg/Vsy menor que 1, tem-se um MAoT
enriguecimente da o-la na fase polimérica. Apesar da velocidade de rotagdo néo
apresentar uma grande influéncia sobre a particho de o-la, verifica-se que altas

rotagBes podem levar a desnaturacao da proteina. Afirmativa que se justifica pelo fato
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do balango de massa, para a o-la, apresentar erros superiores a 10%, valor previamente
estabelecido como limite de emo. O mesmo ndo ocorreu para a B-lg no mesmo
experimento, £ portanto nas mesmas condigbes operacionais, cujo balango apresentou
erros inferiores a 10%. Assim uma explicagfo para tal comportamento ¢ a
desnaturacio da o-la com o aumento da velocidade de agitagBo. Adicionalmente, é
importante notar a existéncia de uma significativa extragio de o-la na fase superior,
fazendo desta técnica uma ferramenta adequada para a separagio das proteinas do
soro. Para a%igs{?eiagﬁe:s PEG/sal, a partigio é favordvel em toda a faixa de velocidade
estudada, mas para bamas relagdes PEG/sal existe uma considerdvel extragdo somente

na regifio de baixa velocidade de rotagao.
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Velocidade de rotagao {rpm)
(* Fase salina 1 & Fase poliméricat = Fasesalina2 = Fase polimérica zj

Figura 3.20. Distribuico de a-lactoalbumina entre as fases polimérica e salina
Parimetro: relagio de fase (polimérica/salina). 1: Vipolimérica = 36 mi/min e

Vieaatins = 44 mUmin. 2 Vigetimerics = 88 ml/min € Viasine = 70 mi/min
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A analise da concentragio de B-lg na fase rica em PEG forneceu sempre um valor
menor que 0,5 g/l indicando que esta proteina praticamente ndo se transfere,
permanecendo na fase salina. Por outio lado foi verificado um apreciavel

enriquecimento da a-la na fase polimérica. Por esta razio 0s calculos de transferéncia

de massa tiveram por base exclusivamente 2 concentragio do soluto o-la.

Os resultados para os experimentos de transferéncia de massa em estado estaciondrio
foram discutidos empregando-se nimeros de Peclet para cada fase, como derivados
dos experimentos de DTR, para a determinacio do namero de umdades de

transferéncia de massa.

A Figura 321 mostra que 08 valores de Nox/Noxp exibem quase que uma
independéncia da velocidade de rotago € que 2 razao NOXfN{,Xp varion, geralmente,
na faixa de 1,2 a 1,5 para baixas relagdes PEG/sal ¢, na faixa de 1,5 a 2,2 para altas
relagdes PEG/sal. Portanto, o comportamento do equipamento para a razdo PEG/sal na
proporgdo 0,8:1 levou a um aumento do comprimento do extrator por um fator de 20 a
50% guando comparado com aquele requerido para as condigbes ideais de fluxo
pistdo. J4 para a relagho PEG/sal igual a 2:1, 0 aumento no comprimento do extrator
oscilou entre 50 e 120%. Nesta condigo, 2 elevagio da relagdo de fases
(polimérica/salina) tem um consideravel efeito negativo sobre a razdo Nox/Noxp-

exceto para 3 rpm.

Com base nestes resultados é recomendavel a operagio do extrator €m baixas

velocidades de rotagdo e com baixas relagbes PEG/sal, o que garantird a boa separagao
das proteinas. E também importante enfatizar que a extragao de o-1a fo1 satisfaténia em

3 rpin e na relagio PEG/sal de 0,8:1.
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Figura 3.21. Relagio entre o mamero de unidades de transferéncia considerando
escoamento com mistura axial (Nox) e comportamento ideal do tipo

pistio (Noxp)
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O objetivo inicial do trabalho foi verificar 0 comportamento de sistemas aquosos
bifasicos na recuperagio de biomoléculas em um extrator liquido-liquido diferencial,
operado continuamente €m modo contracorrente, j& que a operagdc em batelada
encontra-se bem definida (KULA et alii, 1982). Devido as caracteristicas de baixa
tensdo interfacial (1x107 a 1x10° Nom™ para os sistemas PEG-sal ¢ 1x107 a 1x10°
N.m'' para os sistemas PEG-dextrana), de pequena diferenga de densidade dos SAB e
da faixa de aplicabilidade do extrator Graesser, que foi desenvolvido para tratar
sistemas de extragio convencional com as mesmas peculiaridades acima citadas,

optou-se pelo estudo dos SAB neste tipo de equipamento.

Os bons resultados encontrados na caracterizagdo hidrodinamica do extrator com oS
referidos sistemas incentivaram ¢ estudo da transferéncia de massa com sistemas reais
na unidade Graesser. Para tanto foi escolhida para teste a separagio de proteinas do
soro de queijo com SAB. Esta opgao foi motivada pelo fato do soro possuir um alto
contetido de proteinas disponivel, especialmente o-la e P-lg, que tém elevado valor
nutricional e funcional. Sao portanto uma fonte potencial para uso como suplemento

alimentar na dieta humana.

Uma area de interesse dentro desse segmento relaciona-se com a alimentagdo infantil,
de gestantes ¢ de pacientes que necessitem da administragdo de alimentos pot via
parenteral. De acordo com a Tabela 1.1 (Revisdio de Literatura), a constituigio do leite
bovino e do leite materno sio muito semelthantes, com excegdo da P-lge da lisozima.
Como o soro de queijo é praticamente o leite bovino de onde foi retirada a fragio da
caseina, pode ser qualificado para emprego na formulacio de alimentos infantis em

substituigo ao leite materno.
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A B-lg é considerada o maior componenle alergénico do leite bovino (MAKINEN-
KILJUNEN & PALOSUQ, 1992) ¢ a sua separagio do soro produz uma fragdo pobre
em P-lg mas rica nas outras proteinas que o compdem. Esta fragdo apresenta uma
gonstituigho apropriada para  S€r administrada & pacientes hipoalergénicos
(CHIANCONE & GATTONI, 1993). A fragio rica em PB-lg pode ser usada como
complemento alimentar, pois, assim como 2 o-la, possui elevado valor nutricional.
Uma pesquisa recente feita com pacientes HIV-soro positivos {(BOUNOUS er dlij,
1993) aos quais foi administrada uma fortificagio alimentar & base de proteinas de soro
de queijo, relatou o aumento de peso dos pacientes quando comparado com aqueles

que ndo receberam a fortificagdo.

4.1. Conclusdes

* () extrator Graesser demonstrou que ¢ uma unidade de extragfio apropnada para o

trahatho com SAB.

% As caracteristicas hidrodindmicas descritas para 0s sisternas orgénicos tradiciopais
foram reproduzidas nos expenmentos com SAB, principalmente no gue concerne 2
independéncia das fases, que se separam na Linha central do vaso cilindoco, e 2
existéncia de duas fases com uma pequena € suave dispersao mitua. Nio existe uma

fase dispersa e outra continua, na faixa de velocidades de agitagio estudadas.
* O coeficiente de mistura axial na fase polimérica ¢ independente da velocidade de

agitagio. NAo ocorre 0 MESMO para a fase salina, onde existe uma regifio que deve ser

evitada, entre 3 ¢ 7 rpm, por aumentar a mistura axial.
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* Foram escolhidas baixas velocidades de agitago visando minimizar 8 desnaturaglo

das proteinas pela agitagdo.

* As taxas de escoamento (2:1; 1,2:1; 0,8:1 ¢ 0,5:1) usadas na operagio continua

indicaram uma grande capacidade de processamento da planta em escala piloto.

* Foram estabelecidas condigies operacionais favoraveis (baixas velocidades de

rotagdo, em tomo de 3 1pm, € baixas relagbes fase polimérica/fase salina) durante o
processamento de proteinas, as quais levaram a boas taxas de extragio. A o-la e a f3-ig
foram separadas satisfatoriamente do soro de queijo. A a-la foi concentrada na fase

superior ou fase ricaem PEG e a f-Ig na fase inferior ou fase salina,
* Os tempos de residéncia de 1 hora para a fase polimérica e de 1,5 horas para a fase
salina levam a um curto tempo de processamento, realgando uma alta capacidade do

extrator {em torno de 660 g por dia do total de proteinas sob as condiges estudadas).

* O extrator trabalhou dentro da faixa de eficiéncia especificada pelo seu projetista

(COLEBY, 1962, 1983), 35%-50%.

4.2. Sugestoes

* Prosseguir com ¢ processamento das proteinas em planta piloto, estudando a

recuperagio de PEG e de sal das fases.

* Obtengdo das proteinas livres de PEG e de sal, isto &, com alto grau de pureza. Fator
importante quando se considera o alto custo das protefnas isoladas (5g de o-la em grau

eletroforético tem um custo aproximado de 1700 dolarese 5 g de B-1g de 250 dolares).
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* Especificar a composigdo de um complemento alimentar para pacientes alérgicos ao

Teite bovino com base nas proteinas do soro de gueijo.

* Otimizar 0s sistemas PEG-citrato de sédio, com relagio ao pH, temperatura e

composigdes do polimero e do sal para a separagdo das proteinas do soro de queijo.

* Determinar o ponto de inundagio do extrator Graesser, ¢ difmetro médio das gotas
nas condigdes testadas, alterar a geometna do extrator, a regifo de extragdo, de
decantagdo, o nimero de cestos semicilindrcos e retirar amostras, para o estudo da
transferéncia de massa, ao Jongo do extrator que possibilitem a determinacfio dos
perfis de canc:entra@ﬁo e a apresentagdo de correlagdes para ‘hold up” e eficiéncia,

" com um maior conjunto de expenmentos.

* Testar a separagio de outras biomoléculas em processo continuo, ou mesmo o uso de
células com proteinas intracelulares em maiores velocidades de agitagdo, j& que,

teoricamente, o extrator se adequa ao tratamento de solidos.
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APENDICE

Nos apéndices Al e A2 estdo apresentados, respectivamente, o conjunto global dos
resultados obtidos experimentalmente e figuras adicionais referentes a andlise dos

resultados, como citadas no Capitulo 3 (Resultados e Discussdes).

A1. Conjunto global dos resultados obtidos experimentalmente

Tabela Al. Tempe de residéncia na fase polimérica. Corante: azul de cibacron.

Parametro: densidade otica a 595 nm. Viimérica = 88 ml/min, Vi = 44

ml/min

Tempo Velocidade de rotago (spm)
{min) 3 5 7 9

0 — —— ———
30 - 0,011 e 0,005
40 0,019 0,073 0,011 0,018
45 0,049 0,102 0,052 0,022
50 0,098 0,120 0,104 0,018
A5 0,162 0,115 0,098 0,023
60 0,108 0,104 0,087 0,024
65 0,092 0,088 0,062 0,019
70 0,095 0,064 0,036 0,008
75 0,072 e 0,027 0,003
80 0,030 0,012 0,001
85 0,026 = 0,007 -
90 0,020 0,003 -
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Tabela A2, Tempo de residéncia na fase poliménica. Corante; azul de cibacron.

Parametro: densidade Otica a 595 nm. Vioimeia = 36 ml/min, Ve, = 44

ml/min
Tempo Velocidade de rotagfio {rpm)
{min) 3 3 7 9
g —— —— o ———
55 0,001 e 0,003 —
60 - 0,003 0,006 ——
65 - 0,009 0,005 -
70 0,003 0,004 0,005
75 0,006
80 0,005 0,002
85 - 0,006 0,008 0,006
90 0,050 0,007 0,612 0,009
a5 0,057 0,006 0,023 0,024
100 0,068 0,008 0,029 0,048
105 0,076 0,039 0,038 0,052
1io 0,084 0,046 0,042 0,089
115 0,092 0,057 0,049 0,092
120 0,100 0,066 0,044 6,104
125 0,103 0,077 0,029 0,088
130 0,105 0,078 0,022 0,086
135 (0,104 0,081 0,018 0,073
140 0,096 0,079 0,013 0,087
145 0,087 0,076 0,013 0,082
150 0,079 0,074 0,005 0,076
155 0,070 0,069 0,009 0,052
160 0,063 0,062 0,002 0,040
165 0,057 0,059 0,002 - 0,029
170 0,049 0,054 0,002 0,014
175 0,015 0,049 - 0,011
180 0,002 0,045 —— 0,008
185 0,002 0,040 - 0,010
190 - 0002 0,002 — 0,04
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Tabela A3. Tempo de residéncia na fase polimérica. Corante: azul de cibacron,

Parfmetro: densidade 6tica a 595 nm. Ve = 36 mi/min, Vi, = 70

mi/min
Tempo Velocidade de rotagfo (rpm)
{min) 3 5 7 9
0 - - — e

75 --e o 0,010 0,003

80 e one 0,019 0,015

85 0,036 - 0,029 0,047

90 0,045 0,09 0,043 0,055

95 0,06} 0,039 0,050 0,069
100 0,073 0,020 0,073 0,073
105 0,075 0,023 0,087 0,098
110 - 0,078 0,065 0,096 0,093
115 0,082 0,038 0,104 0,085
120 0,080 0,033 0,072 - 0,082
125 0,079 0,022 0,064 0,072
130 0,076 0,013 0,061 | 0,070
135 0,070 4,006 0,055 0,068
140 0,063 0,006 0,051 6,061
45 0,059 0,006 0,046 0,052
150 0,055 0,004 0,043 0,044
155 0,041 e 0,031 0,033
160 0,037 e 0,011 0,025
165 0,034 . 0,04 0,017
170 0,022 - 0,006 0,011

175 0,016
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Tabela A4, Tempo de residéncia para a fase salina. Corante: azul de dextrana,

Pardmetro: densidade 6tica a 595 nm. Viygiméric = 36 mUmin, Vigging = 70

mi/min
Tempo (min) Velocidade de rotag@o (rpm)
3 3 7 9

0 o e - -
25 0,002 0,017
30 - 0,004 0,045 0,092
35 0,006 0,030 0,051 0,096
40 0,014 0,045 0,071 0,129
45 0,029 0,042 0,059 0,109
50 0,034 © 0,035 0,042 0,142
55 0,029 0,027 0,031 0,081
60 0,022 0,018 0,024 0,023
+65 0,019 0,015 0,007 —--
70 0,010 0,009 - -
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Tabela AS. Tempo de residéncia péra a fase salina. Corante: azul de dexirana.

Parimetro: densidade 6tica a 595 nm. Vigimerica = 88 mU/min, Viuiina = 70

mi/min

Tempo Velocidade de rotagdo (rpm)
{min) 3 5 7 9

0 —— - — —
25 0,013
30 0,010 0,023 0,026 0,018
35 0,015 0,032 0,061 0,020
40 0,026 0,042 0,104 0,027
45 0,043 0,062 0,148 0,057
50 ' 0,048 0,092 0,125 0,041
55 0,035 0,094 0,112 0,045
60 0,029 0,085 0,109 0,050
65 0,020 0,082 0,098 0,040
7. 0,017 0,068 0,091 0,032
75 6,015 0,049 0,095 0,016
80 0,009 0,044 0,018
83 0,024
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Tabela A6, Tempo de residéncia para a fase salina. Corante: azul de dextrana.

Pardmetro: densidade 4tica 2 595 nm. Vismiss = 38 mb/min, Vi = 44

mi/min
Tempo Velocidade de rotagio (rpm)
{min) 3 5 7 9
0 - e - .

40 0,026

45 — 0,034 - -

50 — 0,050 0,007 -

55 e 0,069 0,032 -

60 o 0,094 0,062 e

65 0,018 0,113 0,085 0,002

70 0,029 0,126 0,095 0,156

75 0,042 0,118 0,107 0,202

80 0,045 0,115 0,122 0,229

85 0,046 0,110 0,132 0,234

G0 0,057 0,105 0,104 0,234

95 0,044 0,102 0,113 0,212
100 0,075 0,093 0,099 0,210
105 0,062 0,085 0,087 0,192
1100 0,059 0,077 0,086 0,148
115 0,033 0,069 0,079 0,146
120 0,033 0,062 0,071 0,110
125 0,028 0,055 0,063 0,153
130 0,025 0,020 0,027 e
135 0,024 - - o
140 0,023 - - -~
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Tabela A7. Medidas de “hold up” determinadas pelo método do estancamento répido

Vinatimére! ¥ fialinn Velocidade de rotagio {rpm)
{mVmin)/(m/min} 3 5 7 9
88/44 0,60 0,57 0,58 0,60
36/44 0,62 0,60 0,55 0,59
36/70 0,57 0,63 0,55 0,56

Tabela A8 Concentragiio de o-lacotalbumina e f-lactoglobulina na saida das fases
polimérica e salina. Alimentag@o: permeado da solugdo de soro de queijo

dissolvido em KP;. Vipolimérics = 36 mU/min, Vi = 44 ml/min

Velocidade a-La {mg/ml) 8-Lg (mg/ml)

de rotacio (rpm)  Polimérica Salina Polimérica Sahna
3 1,15 0,40 0,20 9,47
5 0,86 0,72 0,3¢ 10,48
7 0,66 0,65 0,41 10,05
0 0,69 0,66 0,19 10,21

Tahela A9. Concentragio de a-lacotalbumina e f-lactoglobulina na saida das fases
polimérica e salina. Alimentag2o: permeado da soluglo de soro de queijo

dissolvido em KP;. Vilimérica™ 88 mi/min, Vi = 44 mi/min

Velocidade o-La (mg/ml) f-Lg {mg/mi)

de rotagio (rpm}  Poliménica Salina Polimérica Salina
3 1,83 0,47 0,22 8,64

5 1,41 0,26 0,35 8,89
7 1,48 0,28 0,52 8,92
g 1,45 6,18 0,18 ' 8,83
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A2, Figuras adicionais relativas aos experimentos realizados
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Figura A2.1. Tempo de decantagdo para a fase polimérica apds mistura com a fase
salina em um tanque de agitagdo
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Figura A2 2. Distribuig8o de tempos de residéncia para um pulso de azul de cibacron
=36 ml/min, Vi saine=34 ml/min

na fase polimérica. 5 1pm. V fase polimérics
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