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RESUMO

A particBo em sistemas de duas fases aquosas € uma alternativa aos
processos de separagdo existentes, que sendo muito estudada nos Gltimos anos.
Em sistemas aquosos bifasicos, ambas as fases sdo compativeis com quase
todas as proteinas conhecidas. Outro importante fator favoravel é a possibilidade

de usar-se equipamentos de extracao liquido-liquido que operam em continuo.

Neste trabatho € proposto um processo de recuperagdo de bromelina do
abacaxi utilizando sistema bifasico aquoso como etapa principal. Para fanto, €
utilizada uma micro-coluna agitada por campanulas pulsantes, visando promover
um eficiente contato entre as fases. Foram realizadas anaélises da influencia de
parametros operacionais na eficiéncia do processo de separagdo. Os parametros
estudados no equipamento sao a frequéncia de pulsagéo e a razao entre as fases
gque eniram na coluna.

Além do estudo da extracdo liquido-liquido em continuo, foi realizado o
estudo da extracdo em descontinuo, a fim de encontrar-se as melhores condi¢des

de extracdo, em relagdo em relagdo ao sistema de duas fases aquosas.

Neste estudo, verificou-se que o processo proposto apresenta uma
excelente eficiéncia em relagado a recuperacio da proteina, com média de 60% de
proteina total e principalmente uma boa eficiéncia em relagdo a atividade
enzimatica da bromelina, 58% de recuperacdoc em média. E apresentado também
um estudo de transferéncia de massa na coluna, envolvendo o coeficiente de
transferéncia, e nimero de unidades de transferencia, além do estudo de fragdo
de retengao de fase dispersa.
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ABSTRACT

Partition in aqueous two-phase systems is an alternative for the separation
processes, that has been study extensively late years. In aqueous two-phase
systems, both phases are compatible with almost all known proteins. Other
favourable factor is the possibility of using liquid-liquid extraction equipment’s that
operate continuously.

In this work, a new process in bromelina recovery developed in bromelina
recovery from pineapple’s syrup was developed, through lquid-liquid extraction in
two-phase systems. Whit this aim, it was used a micro-column agitated by puised
caps, for promoting an efficient contact between phases end column and also to
avoid enzyme desnaturation and the of main proteins properties. The parameters
studied in the equipment were puise frequency and ratio between phases which
enter the columns.

In addition to the continuos liquid-liquid extraction study a batch extraction
was carried out in order to find best extraction conditions regarding.

In this study it was observed that the suggested process has an excellent
efficiency in protein recovery, whit an average of 60% of total protein and
principally, good efficiency in bromeline’s enzymatic activity, 58% of recovery in
average. It was also, shows a mass transfer study in the column, regarding transfer
coefficient and number of transfer units, in addition to the hold-up determination.
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NOTACAQO E NOMENCLATURA

A Area da seccgao transversal da coluna

a Area superficial por unidade de volume

Ae Atividade Especifica (U/mg)

Aeyndo Atividade especifica da Fase Inferior

Aétopo Atividade Especifica da Fase Superior

AUT Altura de Unidades de Transferéncia

BSA Albumina Bovina ( Bovine Serum Albumin)

Cs Concentragao da Fase Inferior

Ci Concentragdo da Fase Superior

Da daltons

E Fator de Extragéo

FP FreqlUéncia de Pulsacio (1pulso/min)

H Vazao da fase pesada

L Vazdo da fase leve

K Coeficiente de Partigdo

Keoicesp Fator de Afinidade Bioespecifica

Keont Fator de Conformacéo

Keletro Fator eletroquimico

Khtob Fator de afinidade hidrofobica

Kim Fator Tamanho

L Vazao da fase dispersa

MPEG Massa Molecular do PEG

P Proteina Total (mg/L)

PEG Polietiteno Glicol

pl Ponto Isoelétrico

Ptopo Concentragao de Proteinas na Fase Superior
(mg/L) ,

Prundo Concentragio de Proteinas na Fase Inferior
(mg/L)

p/p Peso/peso

r Taxa de transferéncia

s Desvio padrao

Seteitpo Desvio Padrao dos Efeitos

SBA Sistema Bifasico Aquosos

NUT NGmero de unidades de Transferéncia

TCA Acido Tricloroacético

Xm Média dos resultados Obtidos

Xi Grandeza Medida

y* Concentracio da fase dispersa



2. REVISAO DA LITERATURA E FUNDAMENTOS

2.1. Proteinas

Berzelius cunhou a palavra proteina em 1838, para salientar a importancia
dessa classe de moléculas. Proteina vem do grego Protéicos, que significa “o que
vem em primeiro lugar’, sendo responsaveis pelo funcionamento das fungdes

vitais dos organismos animais, nos quais sdo alguns dos principais constituintes.

As proteinas sdo as moléculas organicas mais abundantes nas células e
constituem 50% ou mais de seu peso seco. S&o encontradas em todas as partes
de todas as células, uma vez que sdo fundamentais sob todos os aspectos da
=strutura e fung&o celular. Existem muitas espécies diferentes de proteinas |, cada
-.aa especializada em determinada func&o bioldgica diferente.

2.1.1. Enzimas

A maior parte da histéria da bioguimica & a histéria da pesquisa sobre
enzimas. A catalise biologica inicialmente descrita e reconhecida no inicio do
século XIX, em estudos sobre a digestdo da came por secre¢des do estdmago e a
conversao do amido em aglcares simples pela saliva e por varios extratos
vegetais. Na década de 50, Louis Pasteur concluiu que a fermentagdo do agucar
em dlcool pela levedura é catalisada por fermentos. Ele postulou que esses
fermentos depois nomeados de enzimas, eram inseparaveis da estrutura das
células vivas do levedo, uma hipétese que prevaleceu por muitos anos. Em 1897,
Eduard Buchner, descobriu que extratos de levedo podiam fermentar o aglcar até
o &lcool, provando que as enzimas envolvidas na fermentagdo continuavam
funcionando mesmo quando removidas da estrutura das células vivas. Desde
entdo numerosos estudos vém sendo realizados na tentativa do isolamento das

numerosas enzimas diferentes e o estudo de suas propriedades cataliticas.

A catélise enzimética das reacBes é essencial para os sistemas vivos. Sob
condigbes biologicas relevantes, as reagfes ndo catalisadas tendem a ser lentas.

A maioria das moléculas bioldgicas sdo muito estaveis no ambiente aquoso de pH



neutro e temperatura moderada encontrado no interior das células. Muitas reacdes
bioquimicas comuns envolvem eventos quimicos que s$3o muito improvaveis nas
condicbes do ambiente celular, como a forma¢do transiente de intermediarios
eletricamente carregados e instaveis ou a colisdo de duas ou mais moléculas com
a orientacdo precisa e necessdria para que ocorra a reagdo. ( LEHNINGER,
1995).

As reacbes necessarias para digerir alimentos, enviar sinais através de
nervos, ou contrair um musculo simplesmente ndo ocorrem em velocidade Gtil sem

catalise.

Uma enzima contorna estes problemas fornecendo um ambiente
especifico dentro do qual uma dada reacfo é energeticamente mais favoravel. A
caracteristica distintiva de uma reagdo catalisada enzimaticamente é que ela
ocorre no interior dos limites de uma cavidade, ou fenda, na estrutura molecular da
enzima chamado sitio ativo. A molécula que se liga ao sitio ativo e que sofre a
acdo da enzima é chamada substrato. O complexo enzima-substrato tem papel
central na reagdo enzimatica, ele € o ponto de partida para os tratamentos
mateméticos que definem o comportamento cinético das reagbes catalisadas

enzimaticamente e para as descrigdes tedricas dos mecanismos enzimaticos.
2.1.2. Bromelina

Bromelina € o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nos vegetais da familia Bromeliaceae, da qual o abacaxi & o mais
conhecido. As enzimas proteoliticas encontradas nos talos recebem o nome de
bromelina do talo e tem o nimero sistematico EC 3.4.22.4, e as encontradas no
fruto sdo chamadas de bromelina do fruto ou ainda, bromelina e tem o nimero
sistematico EC 3.4.22.5. A bromelina é uma glicoproteina, tendo um residuo
oligosacarideo por molécula, que esta covalentemente ligado a cadeia peptidica. A
bromelina do talo € uma enzima sulfidrilica, e este grupamento € essencial para a
sua atividade proteolitica. A bromelina do fruto € uma proteina &cida, e seu ponto

isoelétrico foi determinado por focalizagdo isoelétrica como pH 4,6 e mudancas



conformacionais irreversiveis ocorrem em valores de pH maiores que 10,3
(MURACHI, 19786).

A enzima ndo esta presente nos primeiros estagios de desenvoivimento
do fruto, porém, seu nivel aumenta rapidamente, mantendo-se elevado até o
amadurecimento, onde tem um pequeno decréscimo. Essa € uma das vantagens
da utilizagdo das proteases do abacaxi em comparacdo com outras proteases
vegetais. Apesar da diminuigdo da atividade proteolitica durante a maturagao, o
abacaxi € o unico fruto que possui concentragdes relativamente altas de proteases
no estado maduro. No maméo e no figo, tantc a papaina como a ficina, somente
sdo encontradas em altos niveis quando o fruto estd verde; com o completo
amadurecimento, a concentragdo de proteases praticamente desaparece.
Diferentes partes da planta podem ser usadas como matéria-prima para a
obtencdo da bromelina: folhas, talos, polpa da fruta, cascas e residuos industriais
do processamento do fruto.

Outras fontes de enzimas proteoliticas sdo as proteases microbianas, por
exemplo de: Bacillus subtilis, Aspergillus sp., Actinomyces sp., € as proteases
animais tripsina (EC 3.4.21.4) e pepsina (EC 3.4.23.1), além das vegetais papaina
(EC 34.222) e ficina (EC 34.22.3) ja citadas. Algumas das proteases
microbianas sdo geralmente proteases alcalinas e tém sido usadas na produgdo

de sabdes e detergentes para a remocado de manchas de sangue por exemplo.

A bromelina tem diversos usos, todos baseados em sua atividade
proteolitica, como nas indUstrias alimenticias e farmacéuticas. Pode-se mencionar
sua utilizagdo no amaciamento de carnes, na clarificagdo de cervejas, na
fabricacdo de queijos, no preparo de alimentos infantis e dietéticos, no pre-
tratamento de soja, no tratamento do couro, na indlstria téxtil, no tratamento da 13
e da seda, no tratamento de disturbios digestivos, feridas e inflamacdes, preparo
de coladgeno hidrolisado, etc. Foi verificado por ROWAN et. al. (1990) que a
bromelina do fruto tem uma atividade proteolitica maior que a bromelina do talo

em diversos substratos protéicos, e sua atividade € maxima em pH 8,0 e a



temperatura de 70°C. A bromelina do talo apresentou atividade maxima a 60°C e
pH 7,0. A forma de bromelina comercialmente encontrada € a bromelina do talo,
apesar da grande quantidade de residuos de abacaxi fruto proveniente das

indUstrias de conservas de abacaxi.

As fontes de bromelina sdo geralmente impuras e as principais enzimas
contaminantes sdo outras enzimas proteoliticas e enzimas ndo proteoliticas, tais
como: fosfatases, peroxidases, celulases e outras glicosidases (MURACHI, 1976).
SUH et. al. (1992) purificou a bromelina do fruto e do talo até a homogeneidade
(18 e 46 vezes de aumento de pureza respectivamente) por cromatografia de gel-
filtracdo e determinou os pesos moleculares em 32.5 e 37 KDa respectivamente,
com rendimento de 23% em atividade. MURACHI (1976) purificou a bromelina do
talo de abacaxi por cromatografia de gel-filtragdo, e determinou que o peso
molecular da fragdo pura era de 28 KDa por SDS-PAGE. (ROWAN et. al. 1990)
descreve a presenga de quatro proteases principais presentes em abacaxis
(Ananas comosus): bromelina do fruto, bromelina do talo, ananaina e comosaina.

2.1.3. Desnaturacéo

Quando uma solugéo de proteina, como a albumina do ovo, é aquecida
lentamente até 60° ou 70° C, a mesma torna-se gradualmente leitosa e logo forma
um coagulo. Isto € comum ja que ocorre quando fervemos ovos em agua. A clara
do ovo, que contém albumina, coagula pelo aquecimento num sélido branco.
Depois que o calor coagulou a clara ndo sofre redissolucéo pelo resfriamento, nem
forma outra vez uma solucdo limpida como a original. Portanto, o aquecimento
transformou a ovoalbumina e, aparentemente, de forma irreversivel. Esse efeito do
aquecimento ocorre virtualmente com todas as proteinas, ndo importando seu
tamanho ou fung¢&o bioldgica, embora a temperatura exata para provoca-lo varie.
A mudanga provocada pelo calor e outros agentes é conhecida como
desnaturagao.

Ha outra importante conseqiiéncia da desnaturagdo de uma proteina, ela,

quase sempre, perde sua atividade biolégica caracteristica. Assim, quando uma



solucdo aquosa de uma enzima , por exemplo, &€ aquecida até seu ponto de
ebulicdo por uns minutos e depois resfriada, a enzima torna-se insoluvel e,

principaimente, ndo mais apresenta atividade catalitica.

A desnaturagdo de proteinas pode ser provocada ndo apenas pelo calor,
mas também por valores inadequados de pH, por solventes orgéanicos, por solutos
como a uréia, pela exposi¢do da proteina a alguns tipos de detergentes, pela
agitacdo vigorosa da solugdo proteica até formacdo abundante de espuma,
presenca de certos ions ou sais caotropicos na solugdo que contém as proteinas,
entre outros. Cada uma das formas citadas como causa de desnaturagéo pode ser
considerada como tratamento relativamente suave, isto €, a desnaturagédo pode
ocorrer em condicbes amenas, ndo ha necessidade de ocorrer em condicdes
drasticas. As moléculas de proteina nativa sdo frageis e facilimente

desorganizadas pelo calor e outros tratamentos aparentemente suaves.
2.1.4. Processamento da Fruta

A fruta em calda, que & o principal produto industrializado do abacaxi,
ocupa, atualmente, a segunda posicdo em vendagem no mercado internacional,
logo em seguida do péssego em calda.

As técnicas industriais de preparo de fatias e pedagos para enlatamento
sdo conhecidas internacionalmente. Linhas completamente automatizadas
encontram-se em varias fabricas espalhadas pelo mundo tais como Havai,
Formosa, Fillipinas, Tailandia, Australia, Africa do Sul e outros“paises, no mundo
todo.

Essas linhas, em capacidade de 80 a 120 frutas por minuto,
apresentam, atualmente, rendimentos proximos de 46% de partes sodlidas da
fruta para enlatamento.



2.1.5. Produtos e Subprodutos do Processamento

Na grande industria do abacaxi, a industrializagdo da fruta é
integrada. Isso significa que ndo existe uma inddstria trabalhando com um ou dois
produtos, mas procura-se tirar 0 maximo de rendimento da fruta em relagdo ao
produto principal (fruta em calda) e aos produtos de carater secundario (como é o
caso do suco simples e do suco concentrado), e mesmo os subprodutos, como é
o caso especifico do suco da casca e residuos fibrosos, este Gltima utilizada na
fabricagdo de ragdo animal.

O processamento tem inicio com a lavagem das frutas, que chegam do
campo em grandes recipientes ou carretas, ja desprovidas da coroa que pode ser
utilizada para o replantio da fruta. A seguir, as frutas sdo conduzidas por meio de
transportadoras para uma sec¢ao superior onde a lavagem é completada.

Um sistema de transportadores conduz as frutas lavadas para um
segundo pavimento, no qual, é feito um corte em uma das extremidades da fruta.
Essa operacao tem por finalidade principal eliminar as partes restantes da coroa
e talo, a fim de facilitar o trabalho posterior da maquina ginaca. Essas partes
eliminadas, seguem, por meio de um transportador, para a linha de
processamento de ragio.

Na etapa seguinte, ainda no segundo pavimento, as frutas sé&o
selecionadas por tamanho, sele¢do esta que é feita por meio de roscas sem fim,
dispostas de tal forma que permitem a classificagdo das frutas em trés tamanhos
distintos: grande, médio e pequeno.

As frutas de tamanho médio constituem aproximadamente 60 a 65% do

total de abacaxis que entram na usina de processamento.

O processo tem por finalidade dar um fluxo continuo as fases posteriores,
reduzindo assim a capacidade ociosa da ginaca. Esta maquina cujo nome foi
dado em homenagem a seu inventor o engenheiro havaiano de sobrenome
Ginaca, & completamente automatizada e de grande capacidade (80-120 frutas
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por minuto), executando uma serie de operagbes sucessivas, e que sdo as
seguintes: - corte das extremidades, descascamento da fruta e encaminhamento
do cilindro a etapa seguinte do processamento. O equipamento também & dotado
de um dispositivo raspador, que erradica a polpa da casca e das extremidades
do fruto. A maior parte deste material erradicado (polpa erradicada) se destina a
producdo de “crush’( espécie de salada de frutas) e uma pequena parte a
producdo de suco .

Nas ginacas de produgdo mais antiga também havia um dispositivo para
remocao do miolo do cilindro da fruta

Dentro de um sistema mais moderno, conhecido como “sistema de
processamento de abacaxi em dois didmetros da Honiron, a remogao da parte
central do cilindro da fruta é feita em fase posterior. Esse sistema permite maior
rendimento industrial em termos sdlidos, pois o cilindro é cortado em fatias quando
ainda inteiro, isto &, com miolo, e estas apresentam maior resisténcia mecénica a
remocdo do mioio, reduzindo-se assim, o nimero daquelas quebradas.

Nas diversas linhas de ginaca geraimente encontradas nas grandes
industrias de abacaxi do mundo, a maquina é usualmente reguiada para o

processamento de frutas dos trés tamanhos anteriormente mencionados.

Do total produzido em 1899 nos EUA, aproximadamente 70% forma
industrializados e os restantes 30% consumidos na forma fresca. O Brasil
diferencia-se totalmente dos grandes produtores e corasumitiores mundiais de
abacaxi, pois quase toda a sua producdo é consumida na forma fresca, sendo a
guantidade industrializada insignificante. Do total mundial industrializado, 46%
foram comercializados no mercado mundial, excluindo-se desse percentual o
comércio entre o Havai e os EUA, que perfazem sozinhos cerca de 40% das
transacgdes realizadas.
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2.1.6. Consumo de Bromelina

Para a utilizacgo de bromelina, a induastria alimenticia ndo se apresenta
como um mercado atrativo pois, vem sendo largamente utilizada a papaina no
amaciamento de carnes e a grande barreira seria romper o cartel de industrias
produtoras da enzima, pois o consumidor sé compra a carne amaciada ou o
amaciante de cames sem preocupar-se com © principio ativo do produto.
Também, atualmente a Africa do Sul vem produzindo e exportando papaina a
preg¢os sem concorréncia a principio.

A indastria de cervejas, onde a bromelina pode ser usada como
clarificante, aboliu a utilizagdo da mesma, alegando que esta enzima produz

residuos de dificil retirada dos tanques de armazenagem do produto.

A concentragdo principal esta na industria farmacéutica brasileira. Alem de
ser uma das industrias que mais investe em tecnologias e novos produtos, tendo
uma previsdo de investimentos no periodo de 1997 — 2000 de US$ 1.300 mihdes
(ABIFARMA). Reflexos do plano econdmico que melhorou substancialmente o
poder aquisitivo dos brasileiros que estio investindo em satide e medicamentos,
o que vem refletindo no aumento da expectativa de vida pois, segundo o IBGE, o
numero de idosos atualmente é o dobro do registrado em 1980. A bromelina
também é largamente utilizada em procedimentos técnicos de analises clinico

laboratoriais.

Até bem pouco tempo atras um novo remédio que era is;ngado no mercado
brasileiro ndo tinha a sua formula protegida entdo, logo que era lancado, sem
proteg&o legal, um concorrente logo aparecia. A prote¢do legal € muito importante
na industria de farmacos, pois chega-se a gastar 15 anos com pesquisas, o que
gera um investimento de capital em torno de US$ 700 mithdes. Esta protegdo dura
20 anos até a patente ser de conhecimento publico.
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2.2. PROCESSO0S DE RECUPERAGAO E PURIFICAGAO DE PROTEINAS

O processo de separagdo e purificag@o de bioprodutos, chamado também
de dowstream processing € , atualmente um segmento muito importante na
industria biotecnolodgica, representando 80 a 90% do custo de produ¢do. Portanto
o desenvolvimento de um processo eficiente e de baixo custo & de extrema
importancia(BELTER et al.,1988,HARRISON,1994).

A grande questdo ao se iniciar um processo de purificagdo € o grau de
pureza exigido para a proteina. Proteinas para fins terapéuticos ou de uso direto
em humanos necessitam de umn alto grau de pureza, o que ndo é necessarioc para
as enzimas aplicadas em processos industriais. Em uma purificacdo em larga
escala 0 processo consiste de 4 a 6 etapas divididas em dois grupos. O primeiro
formado pelos processos de recuperacdo da proteina: separagédo e ruptura de
células, separagdo dos fragmentos e concentragdo da proteina. No segundo o
objetivo é purificar a proteina, através das seguintes etapas: pré-tratamento,
purificagdo e refinamento do produto final(ASENJO,1990).

As técnicas mais utilizadas para a separacdo das células presentes no
caldo fermentado s&o: filtragdo rotativa a vacuo e centrifugagdo .Para o
rompimento das células as técnicas mais comuns sdo: didlise por choque térmico,
por solvente, ultrassonificagdo, homogeinezador e triturador mecanico. A remogao
das células pode ser feita por extragdo em duas fases ,ja que estas tendem a ficar
na interface. A purificacdo pode ser feita por: destilagdo , precipitagdo, extragéo
em duas fases, cromatografia e cristalizagdo. O tratamento do produto final pode
ser feito por filtracdo estéril, remogdo de pirogénio e secagem(ASENJO,1990).

A escoltha do método depende das propriedades da proteina e do grau de
pureza desejado. Com relacdo & cromatografia, por exemplo, existem varios
principios de separagdo que s&0 selecionados de acordo com as propriedades
fisico-quimicas de cada substancia de interesse. Assim, para uma amostra que
contém uma mistura de proteinas de diversos pesos moleculares, pode-se aplicar

a gel filtracdo que utiliza o principio de separagdo por tamanhos. Quando o fator é
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a hidrofobicidade, a melhor op¢do é a cromatografia por interagdo
hidrofébica(ANSEJO, 1980).

2.3. PRECIPITAGAO

A separagdo de proteinas de meios aguosos por precipitacdo € um dos
métodos mais tradicionais para a recuperacdc e parcial purificagdo de
biomolécuias. A precipitacio é uma operac¢do unitaria muito comum e amplamente
utilizada na separacdo de proteinas. Este método implica na alteragcido da estrutura
tridimensional da proteina desconformando-a. Pode ser agressivo, sendo aplicado
somente quando a ressolubilizagio da precipitado € possivel. Os precipitados de
proteinas s&o agregados de moléculas protéicas grandes o suficiente para serem
decantados ou centrifugados. E uma técnica de facil ampliagdo de escala e com
viabilidade para operagdo continua a custos aceitaveis para grandes volumes.

Porém, é uma técnica mais de concentracio do que propriamente de purificagdo.

A solubilidade das proteinas depende da distribuicdo de grupos ionizaveis,
hirofébicos e hidrofilicos na superficie da molécula. Tais caracteristicas s&o
responsaveis por interagbes polares com o solvente agquoso, interagGes idnicas
com os sais presentes no meio, aiém da repulsdo eletrostatica entre moléculas de
mesma carga. A presenga de sais, solventes organicos e pH sdo fatores
importantes na solubilidade das proteinas (SCOPES, 1994).

A adi¢cdo de solventes organicos misciveis tais como etanol, metanol ou
acetona a um meio aquoso contendo proteinas causa uma variedade de efeitos,
0s quais combinados provocam a precipitagdo da proteina. O solvente destrdi a
camada de hidratagdo em toro dos grupos hidrofébicos e passa a circundar tais
regiGes devido a maior solubilidade destas em meio ao soivente. As regibes
carregadas com a carga positiva ou negativa da superficie da proteina passam a
interagir, devido a reten¢do de agua pelo solvente organico, atraindo-se umas as
outras e formando agregados. As interagbes do solvente com as zonas hidrdfobas
internas causam desconformacdo irreversivel da proteina. Isto pode ser

minimizado pela redugdo da temperatura até valores da ordem de zero graus
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celsius ou abaixo, pois a baixas temperaturas a flexibilidade da molécuia é menor,
reduzindo a capacidade de penetragdo do solvente e a desnaturagdo das
proteinas. Os alcoois de cadeia mais longa apresentam maior efeito desnaturante
do que os de cadeia mais curta (SCOPES, 1994).

Uma carga global proxima a zero na superficie da proteina, o que
acontece no ponto isoelétrico das proteinas, minimiza a repulsdo eletrostatica
podendo causar precipitacdo por interagdes entre as zonas hodrofobicas. Esse
processo chama-se precipitagdo isoelétrica, sendo realizado apenas com a
correcado do pH. De modo geral, a precipitagdo por qualquer método é facilitada no
ponto isoelétrico da proteina. A adigao de sais neutros, principalmente (NH;).SO4
a elevada concentragbes (1,5 a 3,0 M) reduz a2 disponibilidade da agua devido a
hidratacdo dos ions, criando condigbes para a precipitagdo, a qual ocorre
principalmente por interacdo das zonas hidréfobas. O sal e outros precipitantes no
meio ndo provocam a precipitagdo de todas as proteinas do meio, pois seu efeito
é o de reduzir a solubilidade. Com isso, a concentragdo de sal ou solvente que
provoca a precipitacdo varia com a concentragdo da proteina e a presenca de
contaminates. Este fato pode ser aproveitado se existir a intencdo de realizar-se
um fracionamento(CESAR, 1999).

2.4. EXTRAGAO EM DUAS FASES AQUOSAS
2.4.1. Sistemas de Duas Fases Aquosas

Na escolha de meios de extrac&o para aplicagfes em bi;)tecnoiogia, varios
critérios devem ser considerados, ja que nesta area alguns parametros tais quais,
solubilidade e estabilidade dos compostos sdo importantes e ndoc podem ser
desprezados. Entre estes critérios deve-se citar (PORTO, 1898):

- O meio ndo deve ser toxico ao sistema biolégico nem ao homem;

- A recuperacéo do bioproduto a partir do meio extrator deve ser facil;
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- Deve ter baixo custo e estar disponivel comercialmente em grande
quantidade;

- Ser possivel de esterilizar;
- Ser imiscivel ou parcialmente miscivel com solu¢des aquosas;

- N&o deve apresentar tendéncias de formacdo de emulsdes estaveis
com materiais bioldgicos;

- N&o ser inflamavel.

Além disso, em processos de exiracao liquido-iiquido aplicados a
~1aisquer sistemas, € imprescindivel que os solventes escolhidos formem duas
.ases (sejam imisciveis ou parcialmente miscivies) e tenham densidades

diferentes. Além destes fatores a separagdo entre as fases deve ser rapida.

Nos processos biotecnolégicos, em que se opera com biomoléculas ou
células, existe um numero muito limitado de solventes adequados a serem
usados. Assim, a introdugdo dos sistemas de duas fases aquosas em processos
biotecnolégicos € uma alternativa que possibilita 0 emprego da extracdo liquido-
liquido nestes processos, j& que estes sistemas caracterizam-se por ajustar-se
aos critérios requeridos pelos processos de biosparagbes( MATIASSON et al,
1987).

O uso de solventes organicos é, normalments, limitado pelas
caracteristicas hidrofilicas dos produtos de fermentacdo, levando a necessidade
de utilizacdo de elevadas razfes entre as fases organica e aguosa, devido aos
baixos coeficientes de particdo dos produtos em relagdo ao solvente organico.
Além disso, os solventes organicos s8o geralmente téxicos para as proteinas e,
também, provocam desnaturagdo das mesmas.

Sistemas de duas fases aquosas formam-se pela adicdo de solugbes
aquosas de dois polimeros hidrofilicos, como PEG ( polietileno glicol) e dextrana

ou de um polimero e um sal, como PEG e fosfato de potassio. A fase mais leve e
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rica em polietileno glicol enquanto a fase mais pesada é enriquecida com dextrana
ou sais. Os polimeros e os sais s30 soliveis em agua, mas s&o incompativeis
entre si e se separam em duas fases (ALBERTSSON, 1986). Eles constituem um
meio conveniente e adequado para a extragdo de substéancias de origem bioldgica
pois a constituicdo das fases, entre 70% e 90% de agua, proporciona um ambiente
ameno para 0 frabalho com compostos biclogicamente ativos, preservando sua
estabilidade molecular e permitindo, assim, 0 seu processamento neste meio
(COIMBRA,1995).

A separacao espontanea, em fases distintas, devido a adi¢ao de solugbes
aquosas de dois polimeros foi inicialmente observada pelo microbiologista
holandés Beijerinck, em 1986, ao misturar agar com gelatina ou amido solavel. A
fase inferior era rica em agar e a superior em gelatina (ou amido). Em 1956,
Albertsson constatou que sistemas formados por polimeros soliveis e solventes
organicos também possibilitam a particdo de materiais biologicos, ou seja,
permitiam que uma terceira substancia introduzida no sistema fosse coletada,
preferencialmente, numa das fases por ajuste de parémetros fisico-quimicos.
Devido a esta particularidade os sistemas de duas fases aquosas sd0 empregados
no isolamento e purificagdo de biomoiéculas de importancia comercial, tais como,
proteinas, virus, fragmentos de membranas e organelas celulares. De acordo com
Albertsson, € possivel ter uma separagdo bastante seletiva de substancias usando
sistemas aquosos de polimeros ( ALBERTSSON, 1986).

Os sistemas de duas fases aquosas formados por PEG-Dextrana- Agua e
PEG-Sal-agua tém sido, nos dltimos anos, os mais freglientemente estudados e
utilizados para purificagédo de um grande nimero de biomoléculas (DIAMOND et
al, 1992)

Albertsson reconheceu a possibilidade de utilizar-se sistemas de duas
fases aquosas como um meétodo de separagdo aplicado a materiais biologicos sob
condigbes que preservam a sua atividade bioldégica. Além disso, os sistemas de
duas fases aquosas sdo usados também na determinacdo de propriedades
superficiais de biomoléculas , tais como, carga e hidrofobicidade. Assim, ao lado
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de trabalhos no campo tecnolégico existe também o interesse na utilizagdo da
particdo como meio de preparagdo de amostras para uso em técnicas analiticas.
Para tanto, s&0 aplicados os diferentes tipos de sistemas de duas fases aquosas
existentes.

A variada faixa de aplicabilidade dos sistemas de duas fases aquosas tem
estimulado o estudo a fim de estabelecer fundamentos para o trabalho nestes
sistemas, além de identificar os mais adequados para a separacdo de diferentes
biomoléculas. (GUAN et al, 1993)

Albertsson (1971) comparou sistemas de duas fases aquosas com os
solventes mais convencionais, de acordo com a natureza hidrofébica, hidrofilica. A
fase rica em sal € mais hidrofilica e a fase rica em PEG (polietilenoglicol) é mais
hidrofébica.

Considera-se que a separacdo de moléculas, incluindo proteinas, em
sistemas de duas fases aquosas & dependente das caracteristicas da superficie
molecular dos compostos a serem patrocinados fais como: carga, tamanho e
propriedades hidrofébicas.

A extragdo com sistemas de duas fases aquosas oferece certas vantagens
para o processamento em larga escala. Algumas delas sdo: o elevado rendimento,
a faixa de trabalho proxima do equilibrio, a facil ampliacdo de escala ("scale up”) e
o processamento continuo. Com isto, o interesse na aplicagdo de sistemas de
duas fases aquosas deixou de se restringir & biologia celular bara concentrar-se
na analise dos fundamentos da separagdo de fases e da particdo de proteinas, na
reducdo dos custos do processamento, no aumento da seletividade da extragéo (
por exemplo, pela adicdo de ligantes), na pesquisa de novos componentes
formadores das fases, especiaimente para substituir a dextrana, que & um

componente de elevado custo, e na operacdo em multiplos estagios (Coimbra,
1995).
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2.4.2. Tipos de Sistemas de Duas Fases Aquosas

Existem varias substancias que podem formar duas ou mais fases
aquosas ao se misturarem. Estas substéncias podem ser polimeros ou compostos

de baixo peso molecular, como os sais, que permitem a separagéo de fases.

Os sistemas de duas fases aquosas podem ser divididos em quatro
grandes grupos ( ALBERTSSON, 1886):

a) dois polimeros ndo idnicos

exemplos: PEG/ ficoll, PEG/Dextrana, PEG/polivinil alcool, polipropileno
glicol/dextrana, metil celulose/hidroxipropildextrana, ficoll/dextrana;

b) um polieletrélito e um polimerc no idnico

exempios: suifato dextrana de sodio/polipropileno glicol,
carboximetildextrana de s6dio/PEG, carboximetilcelulose de sodio/ metil celulose;

¢) dois polieletrdlitos

exempios: sulfato dextrana de soddio/carboximetildextrana de sédio,
carbometildextrana de sodio/carboximetil clulose de sodio;

d) um polimero ndo idnico e um composto de baixo peso molecular

exemplo: polipropileno glicolffosfato de potassio, PEG/fesfato de potassio,
metoxipolietiieno  glicolffosfato de potassio, polipropileno  glicol/glicose,
PEG/glicose, PEG/sulfato de magnésio, PEG / citrato de sodio.

Ha ainda novos sistemas formados por PEG/FeSO; e PEG/NaxSO4 que
apresentam algumas vantagens em relac@o aos sistemas com sais de fosfato e
citrato, como, por exemplo, o baixo nivel de PEG na fase salina, que reduz as
perdas do PEG e facilita a purificacdo das biomoléculas e a reciclagem do PEG.

Nesse tipo de sistema foi observado que a concentragdo de sal na fase PEG e a
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concentra¢do na fase salina tendem a diminuir com o aumento da temperatura
(PATHAK et al, 1991).

Apesar da grande variedade de sistemas de duas fases aquosas, a
quantidade de sistemas realmente aplicaveis para extragdo liguido-liquido fica
reduzida basicamente aos formados por PEG/sal (fosfato/citrato/sulfato) e
PEG/dextrana, quando se levam em consideracéo fatores importantes do ponto de
vista industrial, como custo e possibilidade de reciclagem dos reagentes, tempo de
separagdo das fases, possibilidade de esterilizacdo, atoxicidade e faixa de
aplicacdo. Devido a tais fatores, 0os estudos mais recentes tendem a concentrar-se
mais nesses dois sistemas, sendo o sistema PEG/sal o mais estudado devido ao
seu baixo custo e menor tempo de separacdo das fases em relagdo ao sistema
PEG/dextrana { COIMBRA, 1995).

2.4.3. Polietileno Glicol

O polietileno glicol, HO-(CH,CH2)a-CH2CH,OH, é um poliéster sintético
neutro, linear ou de cadeia ramificada, disponivel numa grande variedade de
pesos moleculares, de poucas centenas de milhares de daltons. Solubiliza-se em
agua e em diferentes solventes organicos. A sua solubilizagio em agua é atribuida
a ligacdo das moléculas de 4gua a muitas ou todas as moléculas em torno da
cadeia de polietieno. Essa ligagdo ocorre pelo mecanismo de pontes de
hidrogénio. Liga¢bes deste tipo sido relativamente fracas e podem ser quebradas
de varias maneiras. .

O PEG é também conhecido pelos nomes comerciais de poliglicol E®,
carbowax E®, dependendo da empresa que o fabrica. Para pesos moleculares
acima de 20000 daitons sdo denominados oxidos de polietieno, PEO. S&o
fornecidos na forma de solu¢Ses incolores estaveis ou pastas se possuirem pesos
moleculares menores que 1000 Da. Os de pesos moleculares elevados, acima de
1000 Da, sdo encontrados na forma de pd ou de flocos brancos. Podem ser
estocados a temperatura ambiente, embora a 4° C a ocorréncia de oxidagdo em
solucdes seja retardada. A oxidagio do PEG, detectada pela diminuicdo do pH
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devida a liberac&o de grupos acidos, altera a coloragdo da solug&o para marrom (
COIMBRA, 1995).

Sendo n&o antigénico nem imunogénico foi aprovado pelo FDA, “Food and
Drug Administration”. Devido a sua capacidade de formag¢do de uma camada
protetora, o PEG pode diminuir a taxa de rejeicdo de materiais em sistemas
biolégicos em humanos. Devido as sua propriedades o PEG tem uma série de
aplicagbes farmacéuticas, biolégicas e bioquimicas. Ele pode formar um composto
ativado PEG-proteina que maniém a proteina ativa e diminui consideravelmente a
reag&o imune, além de aumentar o tempo de vida de soros sanglineos. Ele pode
ser ligado também a superficies, formando uma camada protetora e
biocompativel, para ser empregado em aparelhos de diagnosticos , substituicdo de
artérias e dispositivos relacionados a sangue. O “PEG protetor” pode ser usado
também para evitar a adsorsdo de proteinas em analises bioguimicas de
gletroforese por zona capilar, que € uma importante técnica analitica empregada
em bioquimica. Além disso, o PEG pode ser usado com lipossomas para a
liberagdo controlada e distribuicdo seletiva de medicamentos, pois os lipossomas
sem o PEG podem ser rapidamente atacados e eliminados do corpo humano, sem
cumprir a sua funcdo. Por ser solGivel em muitos solventes organicos, o PEG pode
ser utilizados para solubilizar enzimas neste meio sem desnatura-las através da
formacéo de uma camada protetora. Além disso, compostos insoluveis em agua
podem tornar-se solaveis quando ligados ao PEG, como por exemplo substratos
de enzimas, cofatores, corantes, etc(HARRIS, 1992).

2.4.4. Sistema PEG/Sal

A formacdo de sistemas PEG/sal foi primeiro observada por Albertsson
nos anos 50, mas os fundamentos teodricos ainda ndo sdo bem explicados. Os
sistemas PEG/dexirana ja foram muito estudados, porém, nos Ultimos anos o
enfoque principal estd nos sistemas PEG/Sal. Eles foram introduzidos para a
aplicac&o pratica da separacdo de proteinas em larga escala devido a maior
diferenca de densidade entre as fases, menor viscosidade e menores custos;
levando a uma separacdo mais rapida para os sistemas PEG/dextrana. A
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aplicagao industrial de sistemas PEG/sal foi incentivada e desenvolvida pela
disponibilidade de separadores comerciais que permitam separagdes de proteinas
continuamente e mais rapidamente(KULA, 1890 e FRANCO,1982).

Para sistemas PEG/sal, os efeitos de “salting out” parecem atuar
aumentando o comprimento da linha de amarracéo, retirando as proteinas da fase
salina para a fase rica em PEG, ou , se a solubilidade da proteina na fase rica em
PEG nao for suficiente, elas tendem a precipitar na interface. Os limites de
solubilidade e "saiting out” sdo dependentes das proteinas, portanto uma resposta

diferencial & esperada quando uma mistura de proteinas € manipulada
(KULA,1982).
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- 2.4.5. Diagrama de Fases

A formacdo das duas fases aquosas depende da concentragéo dos
componentes do sistema. O diagrama de fases mostra a regido monofésica e

bifdsica de acordo com a concentragdo de cada componente expressa em %
p/p.

A curva que separa a regido de duas fases da regiao de uma fase é
chamada curva binodal ou curva de equilibrio. A regido acima da curva binodal
& chamada bifasica e abaixo monofasica.

%p/p
PEG

-

Figura 2.1: Exemplo de um Diagrama de Fases %p/p

Sal

A figura 2.1 mostra um exemplo genérico de um diagrama de fases. A
composigdo inicial do sistema é dado pelo ponto M e a composicdo final de
cada fase apos atingir o equilibrio € dadas pelos pontos T ( fase superior ou de
topo) e F ( fase inferior ou de fundo). O segmento TMF & chamado de tie-line
ou linha de amarracgéo, e todos os sistemas cuja composicao inicial esta contida

23



nessa linha possuem a mesma composicdo de fases apos o equilibrio, porém
com diferentes razdes de volumes entre as fases superior e inferior. Ja a linha
de amarragac determinada pelo ponto N define uma nova linha de amarracéo
que aumentou proporcionaimente a concentracdo entre as fases em relagdo a
linha de amarragdo determinada por M.

Como poderemos observar o fato de mudarmos da linha de amarragao,
definida pelo ponto M, para a linha de amarracdo definida pelo ponto N,
variando proporcionaimente a concentragdo dos componentes das fases, nido
obteremos uma melhora significativa na recuperag&o e purificagdo da proteina
em estudo (CESAR,2000).

2.4.6. Fatores que Influenciam no Sistema de Fases

Os principais fatores que influenciam no sistema de fases e
consequentemente alteram o diagrama de fases sdo: peso molecular do polimero,
concentracdo dos componentes do sistema e temperatura.

Quanto maior o peso molecular do polimero, menor a concentragdo
necessaria para a formacdo de duas fases. Isso significa que a curva binodal
desloca-se no sentido da regido monofasica & medida que o peso molecular do
polimero aumenta. Para um sistema polimero-polimero (PEG/dextrana, por
exemplo) a curva binodal torma-se cada vez mais assimeétrica a medida que a
diferenga entre 0s pesos moleculares dos polimeros aumenta. O peso molecular
do polimero afeta também o tempo de separacgdo das fases,' mas tal problema
pode ser minimizado pela centrifugacdo do sistema apés a mistura das fases (
ALBERTSSON, 1986, ALBERTSSON et al., 1994). Ele afeta também o
comprimento da linha de amarraco , que tende a aumentar com o aumento da
concentragdo dos polimeros (FORCINITI et al., 1991).

A concentracdo dos componentes do sistema pode afetar a viscosidade e a
densidade do sistema, causando diferengas no tempo de separag¢do das fases e
na razao de volumes,
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A temperatura causa influéncia no diagrama de fases pois altera a
composicdo das fases no equilibrio, deslocando a curva binodal, e modificando
também o comprimento da linha de amarragdo. Em geral, o comprimento da linha
de amarracao diminui com o aumento de temperatura. O seu efeito varia de
acordo com © tipo de sistema. No caso de sistenas PEG/dextrana, a formagéo
das fases € facilitada em temperaturas baixas ( menores que a ambiente) e para
os sistemas PEG/fosfato, a situagdo é oposta, pois temperaturas mais altas e
proximas do ambiente facilitam a separacdo entre as fases. Quando o sistema
esta proximo ao ponto critico, ele € mais instavel devido ao deslocamento da
curva binodal, podendo atingir mais faciimente a regido monofasica. O aumento da
temperatura do sistema causa ainda, em um sistema PEG/sal, aumento na
concentragdo de PEG na fase polimérica e redugdo da sua concentracdo na fase
salina. Esse efeito & uma das razGes de se trabalhar com a temperatura do
sistemna fixa.

O pH e o tipo de cation tambem sdo variaveis que podem influenciar no
diagrama de fases. Diminuindo o valor do pH, as concentragbes necessarias de
polimero e sal de um sistema PEG/sal aumenta, deslocando a curva binodal para
a direita. Esse fato pode ser explicado pelo aumento da razdo H;POs/HPO,?,
para o caso do fosfato, com a diminuig&o do pH, pois como o anion monovalente €
menos efetivo no “salting out"do PEG ( fenémeno de expulsdo devido ao tamanho
do PEG), sera necessaria uma concentragdo maior dos componentes para formar
o sistema bifasico. No caso do tipo de cation, a substituicdo de fosfato de potassio
desloca a curva binodal para a direita, e portanto a concentragdo dos
componentes necessaria para a formagdo do sistema de duas fases aumenta,
sugerindo que o cation sédio € mais eficiente que o cation potassio para o efeito
do “ salting out” do PEG.
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2.5. Fundamentos da Particido das Proteinas

Devido a atencdo que vem sendo dada & produgdo de proteinas pela
engenharia genética e o0 desenvolvimento da tecnologia de enzimas renovaram o
interesse pelos processos de separacdo de proteinas e suas descrigbes
quantitativas que servem de base para o "scale up” . Os fundamentos de particio

de biomoléculas entre as duas fases ainda ndo s&o totalmente compreendidos.

A tendéncia de separacdo de fases apresentada por dois polimeros
quando adicionados num solvente comum, ocorre porque a baixa concentragao
molar dos polimeros na solug¢do (tipicamente menos que 0,05 M) leva a um
pequeno ganho de entropia durante a mistura, Por outro lado, cadeias poliméricas
tém uma area superficial por molécula maior do que compostos de baixo peso
molecular, tanto que as energias de interagdo entre dois polimeros se sobrepSem
a energia de Gibbs do sistema. Estes fatores levam a formagdo de duas fases em
sistemas ternarios polimero-polimero-agua. Em baixas concentragbes de
polimeros.

A modelagem quantitativa da particdo de proteinas em sistemas de duas
fases aguosas representam um complexo problema pelo fato do comportamento
do sistema depender de varios fatores tais quais: tamanho da molécula,
conformagao, estrutura da superficie, interagbes de polimeros com as cadeias de
proteinas e com diferentes sais, intera¢bes polimero-polimero, sal-proteina,
proteina-proteina e, quando usados, as interagbes dos ligantes com os outros
componentes presentes. Estudos empiricos com sistemas de duas fases aquosas
mostraram que a distribuigdo da proteina € fungdo de diversos fatores, como (
BASKIR et al. , 1989):

- Tipo dos polimeros que formam as fases: peso molecular médio,
distribui¢cdo do peso molecular, modificagdes quimicas poliméricas.

- Composigdo das fases: comprimento da linha de amarracéo, tipos de
ions presentes ou adicionados ao sistema, forga idnica.
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- Biomolécula:  tamanho, carga, propriedades  supetficiais,
concentracio.

- pH e temperatura

As condigdes adequadas para a particdo devem ser enconfradas
experimentalmente devido & interdependéncia dos fatores citados acima.

2.5.1. Coeficiente de Partigao

O coeficiente de particdo (K) € uma grandeza que representa a relagdo de
concentragao da substancia de interesse na fase superior e inferior apés atingido
o equilibrio:

K= C‘i’/CF 2.1
Onde:

Cr é a concentragdo da substancia de interesse na fase superior no
equilibrio

Cr & a concentragdo da substancia de interesse na fase inferior do
equilibrio.

O K é uma variavel que mede a eficiéncia do processo de separagdo da
substancia de interesse pois mostra a sua distribuicdo nas duas fases aquosas.
Pode ser calculado tanto para a substancia de interesse como para o0s
contaminantes ou proteinas totais presentes na amostra, podendo-se comparar
estes valores . O gue se deseja € que os dois coeficientes tenham uma ordem de
grandeza bem distinta entre si. Como os sistemas em duas fases aquosas sao
aplicados aos processos de separagdo em biotecnologia, geraimente as
substéncias de interesse sdo produtos biotecnologicos, principalimente proteinas e
enzimas, as quais normalmente o K esta associado.
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Diversos tipos de interagdes podem ocorrer entre as substancias de
interesse e o0s componentes do sistema, tai como: interagbes de cargas,
interacbes entre as pontes de hidrogénio, forca de van der Waals e interagbes
hidrofébicas. Portanto existe uma série de fatores que podem influir na eficiéncia
da particao ( ALBERTSSON, 1986).

Nos sistemas de duas fases aquosas, os pigmentos tém preferéncia pela
fase superior pois sdo substancias hidrofdbicas (LAHORE et al., 1895, HUSTEDT
et al., 1985).

2.5.2. Influéncia da Massa Molecular do Polimero e da Proteina no
Coeficiente de Partigdo

O peso molecular do polimero influencia o valor de K. Em um sistema
PEG/sal, se 0 peso molecular do PEG for elevado, a particdo da proteina sera
mais favoravel a fase salina. Caso o peso molecular do PEG seja baixo, ocorrerd o
oposto, sendo a particdo favoravel a fase polimérica. O mesmo ocorre nos
sistemas PEG/dextrana: se o peso molecuiar do PEG for elevado e o da dextrana
for baixo, a particdo sera favoravel a fase contendo dextrana. isso ocorre
provavelmente devido ao aumento do efeito do volume excluido que ocorre na
fase PEG. Esse efeito € menor para substancias de baixo peso molecular.

O peso molecular da substancia a ser separada também influencia em K,
pois quanto maior for a molécula, maior serad a area de contato que interage com
os componentes do sistema e, de acordo com as caracteristi'cas da molécula e
com o tipo de interag&o, ela sera mais favoravel a uma das fases. Esse fator é
muito importante quando se deseja separar duas substancias com pesos
moleculares muito diferentes (JOHANSON, 1994, ALBERTSSON, 1986, YANG et
al., 1994).

O K depende também do peso molecular da proteina. Ele diminui como
aumento do peso molecular e a magnitude dessa diminuigdo € maior para PEG

com baixo peso molecular e tende a ficar estavel para PEG com alto peso
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molecular { BAMBERGER ET AL., 1985, ALBERTSSON, 1986, FORCINIT! et al.,
1991). O tipo de proteina também influi no valor de K, porque as proteinas s&o
macromoléculas polieletrdlitas que carregam cargas quando estdo em solugdes
aquosas. As cargas dependem da composicéo, da seguiéncia de aminoacidos, e

também das propriedades da solugdo aguosa, como o pH e a concentragéo dos
solutos ( SCHLUCK et al., 1995)..

2.5.3. Influéncia do pH do Sistema no Coeficiente de Partigao

Outro fator importante que influencia o K & o pH do sistema. Alternado o
pH, ocorrem mudangas na distribuicdo de cargas da proteina. Em baixos valores
de pH ocorre o aumento da carga positiva e em valores altos de pH, da carga
negativa. Trabaihando-se em um valor de pH proximo ao ponto isoelétrico (pl),
onde a somatdria de cargas da proteina € praticamente nula, existira apenas o
efeito do tamanho e concentragdo do polimero e do tamanho e composi¢cédo da
superficie da proteina, considerando-se apenas os efeitos -eletrostaticos.
(FORCINITI et al., 1891).

Na particdo da cutinase ¢ K aumenta com o aumento do pH devido ao
deslocamento da curva binodal. Além disso, aumentando o pH, a concentracdo do
anion HPO,® aumenta em relacdo ao anion HPQ4', o que aumenta o efeito do
‘salting out’ fazendo com que a cutinase migre para a fase PEG ( SEBASTIAQ et
al., 1994)

2.5.4. Influéncia das Interacdes entre a Proteina e o Sistema de Fases no
Coeficiente de Particao

Para o entendimento da influéncia de alguns fatores em K , € importante
compreender o gue é solubilidade de proteinas. Uma proteina apresenta uma
superficie formada por regifes carregadas positivamente e negativamente, alem
de possuir regides hidrofilicas e hidrofébicas. A distribuicdo dessas regides

depende do tipo de proteina. A solubilidade da proteina é determinada pelas
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interagdes entre tais regides e o solvente que esta presente no meio onde ela esta
contida. A solubilidade depende , portanto, de fatores termodindmicos que
favorecem ou ndo a sua solubilidade no solvente. O aumento da proporgéo de
zonas hidréfobas na superficie da proteina resulia no aumento da afinidade a
solventes apolares, como € o caso do PEG, fazendo com gue esta permanega na
fase superior.

A solubilidade das proteinas nas solugdes de PEG depende da interagdo
hidrofébica entre a proteina e o grupo etileno do PEG. Isso pode explicar a alta
tendéncia das proteinas hidréfobas de se deslocarem para a fase superior rica em
PEG. Neste caso, o PEG tende a interagir fortemente com as regides apolares da
proteina { SCHMIDT et al., 1996).

2.5.5. Influéncia da Concentragdo dos Componentes do Sistema no
Coeficiente de Particao

A concentragdo dos componentes do sistema e portanto, o comprimento da
linha de amarragao , também afetam o K. Em sistemas proximos ao ponto critico,
as proteinas em geral apresentam uma particdo igual entre as duas fases,
portanto o valor de K é igual a 1. Com o aumento da concentragdo dos
componentes, que corresponde a um aumento no comprimento da linha de
amarragao, o vaior de K sera maior ou menor que 1 dependendo do tipo de
proteina. Existem excegdes a essa regra, podendo ocorrer vaiores de K diferentes
de 1 para sistemas proximos ao ponto critico, ou K pode aumentar com o aumento
da concentragéo dos componentes até um maximo e depois diminuir. Para o caso
de ceélulas ou particulados, o K & maior para os sistemas proximos ao ponto
critico. O efeito do comprimento da linha de amarracdo em K é maior em proteinas
com alto peso molecuiar. Além disso, para um sistema PEG/sal, um aumento no
comprimento da linha de amarragdo leva a um aumento da concentragdo de sal na
fase inferior e a um valor praticamente constante na fase superior, favorecendo o
efeito do “salting out” da fase rica em sal para a fase rica em PEG (BAMBERGER
et al., 1985, ALBERTSSON, 1986, MINAMI, 1997).
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2.5.6. Influéncia da Concentracdo de Proteinas no Coeficiente de Particdo

O K depende também da concentracdo da proteina presente na amostra.
Para determinar seu valor & importante trabalhar com concentragdes ndo muito
altas de proteinas ( de preferéncia menores que 1g/L), pois essas concentragbes
podem provocar a precipitagdo da proteina devido a presenca de PEG(SCHMIDT
et al, 1996).

A concentragdo de proteinas também é importante perto do ponto critico,
pois ao se adicionar uma pequena quantidade de proteina em um sistema préximo
ao ponto critico, o diagrama de fases pode modificar-se deslocando a curva
binodal, como ocorre quando adicionamos uma pequena guantidade de agua.
Com isso, o valor de K poderd mudar ( MINAMI, 1997). Quando o sistema esta
afastado do ponto critico, ndo ocorre deslocamento da curva binodal para
concentragbes  muito baixas de proteina, pois a composi¢do das fases
praticamente ndo se modifica com a adicdo de proteina. Porém, para altas
concentragbes pode haver influéncia na formagdo das fases que provoca
redistribuicdo dos componentes do sistema, modificando o diagrama de fases e,
consequentemente, o valor de K ( GUAN et al, 1994).

2.6. TEORIA DE FORMAGAO DAS FASES

Existem diversos modelos e teorias para a formacéo dos sistemas de duas
fases aquosas que tentam prever a curva binodal dos sistemas polimero-polimero
e polimero-sal. A existéncia de tantos modelos deve-se ao pc‘;uco conhecimento
das misturas liquido-liquido, principaimente de polimeros e solugbes eletroliticas.
Na realidade ndo existe, até o momento, uma boa compreenséo das teorias de
misturas de liquidos. (CABEZAS Jr, 1896)

A grande maioria dos modelos esta contida em dois grupos basicos: um
grupo baseado na teoria da solucdo de polimeros, e outro grupo com teorias
adaptadas dos tratamentos termodinamicos do equilibrio de fase liquida. Dentro

desse dois grupos, a modelagem de formacgdo das fases pode ser dividida em
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quatro tipos: modelos baseados em expanséo virial osmética; modelos baseados
na extensdo da teoria de Flory-Huggins; modelos incorporando a teoria da
equacgdo integral como principal elemento; modelos que ndo se encaixam em
nenhuma destas categorias, como o modelo de volume excluido. Existe ainda, o
modelo Ptizer que € 0 mais aplicavel para os sistemas polimero-sal. No caso dos
sistemas polimero-sal, ainda ndo existem muitas teorias que se apliqguem bem a
este tipo de sistema, pois a maioria ndc considera ¢ efeito dos eletrdlitos nas
solucdes, levando a um efro na modelagem da formacéo das fases. Além disso, o
estudo de tais sistemas ainda €& muito recente (CABEZAS Jr, 1996, WU et al,
1996, WALTER et al. 1991).

As condigbes utilizadas para a modelagem da formacgédo das duas fases sdo
a igualdade dos potenciais quimicos de cada componente ( o solvente, a agua, e
os solutos, o polimero e/ou sal) nas duas fases aquosas e o balango de massa de
cada componente, ambos apos o equilibrio entre as fases { CABEZAS Jr, 1896).

O modelo de expansido virial osmdtico ficou mais conhecido com o
desenvolvimento do trabalho de Edmond e Ogston. O equacionamento
matematico e a interpretacdo fisica dos parémetros do modelo ndo sdo
complicados. Existem dois tipos diferentes de expansdo virial osmdética, uma é a
teoria de McMillan- Mayer e a outra & a teoria de Hill. Na teoria de McMillan-
Mayer, o solvente € tratado como uma substancia sem caracteristicas especiais, €
portanto considera-se somente a interacdo entre as moléculas do soluto,
simplificando muito os mecanismos estatisticos do problema. Porém, aqui existe a
necessidade de correcdo da pressdo pois como 0 solvente nao € importante, o
seu potencial quimico deve ser constante e independente do soluto e portanto a
pressdo ndo pode ser constante. Logo, para se utilizar esse modelo em condi¢éo
de presséo constante, deve-se acrescentar a pressdo osmotica da solugdo. Ja a
teoria de Hill ndo considera o solvente como uma substancia secundaria € por isso
os potenciais quimicos dos componentes podem ser determinados em
temperatura e pressao constantes { CABEZAS Jr, 1996).
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A teoria da trelica € uma idéia de modelagem macromolecular de misturas
liquidas em termos de uma trelica de cristal. A idéia principal € que em uma trelica
as macromoléculas e as moléculas pequenas podem se distribuir e redistribuir até
que todos os arranjos ou configuracdes possam ser estudados. Basicamente & um
estudo estatistico de como essas moléculas podem ser arranjadas. A teoria de
Flory-Huggins utiliza-se destes principios. Ela € a mais utllizada em sistemas
polimero-polimero, chegando a oferecer uma 6tima aproximagdo da curva binodal.
A sua grande vantagem em relagdo a outras teorias é a simplicidade aliada a
qualidade de suas previsdes e correlacbes da formagdo de fases. Nesse modelo o
sistema é representado por uma trelica tridimensional, onde cada lado €
preenchido com uma molécula de solvente ou um segmento de um dos polimeros.
O problema basico é obter a expressédo da energia livre de Gibbs de mistura.
Existem tentativas de adaptar esta teoria para os sistemas polimero-sal, porém
estes modelos ainda n&o estdo muito ajustados para a formagéo de fases neste

tipo de sistema ( CABEZAS Jr, 1996, WALTER et al, 1991, BROOKS et al., 1985,
WU et al., 1996).

QOutra teoria muito utilizada nos sistemas polimero-polimero, para modelar a
curva binodal, € a do volume excluido, baseada em argumenios estatisticos e
geomeétricos: as duas fases estdo saturadas com cada polimero, ou seja, todo o
volume estd ocupado pelas moléculas dos dois polimeros e da agua de
hidratagdo; a concentragdo de cada polimero em cada fase é determinada pela
quantidade de moléculas de cada polimero ajustadc no volume da fase.

A teoria geométrica estatistica aplicada em sistemas polimero-polimero
considera as seguintes hipoteses: as moléculas da mesma espécie estdo
distribuidas randomicamente na fase homogénea; a estrutura da solugdo esta
geometricamente saturada em termos de tamanho e forma de todas as moléculas
do sistema; a existéncia de interagSes moleculares ndo muda a natureza da
distribui¢do molecular. A formagdo das duas fases é explicada da seguinte forma:
na situagdo monofasica, as moléculas do soluto estdo separadas e as moleculas

adicionais de soluto ainda podem ser inseridas no espago livre que existe. No
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ponto de separagido de fase, as moléculas do soluto estdo bem préximas umas
das outras e a solugio ndo aceita mais moléculas adicionais de soluto. Quando a
concentrag8o fotal do soluto aumenta, ocorre a formagdo de duas solugdes
geometricamente saturadas e estruturalimente diferentes(GUAN et al., 1994).

A teoria de Debye-Huckel & a mais adequada para os sistemas que contém
solu¢cbes com cargas, como € o caso dos sistemas polimero-sal ou sistemas
polimero-polimero com sais. Essa teoria leva em consideracdo a distribuigdo dos
ions na solugdo para o calculo de potencial quimico e é mais utilizada em
solugBes com concentragdo ibnica até 0,1 M, de onde se obtém 6timos resultados.
A medida que a concentragdo idnica aumenta, o desvio entre os resultados
tedricos e experimentais aumenta. Isso ocorre porgue a teoria € precisa apenas
para solucoes diluidas, onde o comportamento eletrostatico domina. Em solugdes
concentradas, o comportamento eletrostatico € reduzido devido a presenc¢a de
muitos ions que tendem a isolar as cargas eletrostaticas entre si (CABEZAS Jr,
1996).

O modelo virial de Ptizer € um modelo que pode ser aplicado com sucesso
em sistemas polimero-sal. Ele utiliza o excesso de energia livre de Gibbs nos
sistemas polimero-sal, combinando os pardmetros eletrostaticos com a equacgéo
virial. Esse modelo é uma extensdo do modelo de Debye-Huckel, pois além das
interagies eletrostaticas, considera-se o efeito da forga iGnica. Com a utilizagéo do
termo da equacgao virial, 0 modelo leva em consideragdo também os solutos ndo-
eletrolitos, como € o caso dos polimeros, o que faz com que elé se adapte melhor
aos sistemas polimero-sal (WU et al., 1996)

2.7. Tempo de Separagao das Fases

O tempo de separagdo das fases apds a mistura dos componentes
depende do tipo de sistema. Sistemas contendo PEG/sal possuem um tempo de
separacido das fases muito menor que os sistemas PEG/dextrana devido a
densidade e viscosidade do sistema. Em sistemas dextrana/ficoll, o tempo varia de

1 a 6 horas pela acdo da gravidade, enquanto em sistemas PEG/dextrana esse
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valor cai para 5 a 30 minutos dependendo da concentragdo e do peso molecular
dos polimeros. Nos sistemas PEG/fosfato, o tempo de separa¢ao entre as fases é
inferior a 5§ minutos { COIMBRA, 1995).

Outro fator que também influencia o tempo de separacéo e a velocidade de
coalescéncia das pequenas bolhas que se formam durante a agitagdo. Quando se
agita um sistema de fases de maneira a uniformiza-lo, inicialmente ocorre a
formacdo de pequenas regides ricas em cada componente. Com o tempo, essas
regides aumentam e separam-se em duas regides distintas (BAMBERGER et al,
1985).

A posigdo em relagao ao ponto critico também exerce influéncia no tempo
de separacdo das fases. Nos sistemas préximos ao ponto critico, o tempo de
separacdo € maior devido a uma pequena diferenca de densidade. Ja no caso dos
sistemas muito distantes do ponto critico, a viscosidade aumenta devido ao
aumento da concentragéio do polimero, tornando a separagido de fases mais lenta.

2.8. Modelagem matematica do Coeficiente de Particao

Como o valor de K depende de diversos fatores, o desenvolvimento de um
modelo para predizé-lo torna-se especifico para um tipo de sistema ou substancia.
Existem varios trabalhos para o desenvolvimento de equagles que possam
predizer o valor de K, mas que sao especificas ( ASENJO et al,, 1994, EITEMAN
et al., 1994).

»

Segundo ALBERTSSON (1986), pode existir, na particio de substancias,
cinco fatores diferentes que podem atuar separadamente ( predominéncia de um
fator em relagdo aos outros) ou em conjunto de acordo com o tipo de substancia e
do sistema de fases. S&o eles:

. Fator do tamanho, que existe quando a partigdo depende do
tamanho da molécula ou da area superficial das particulas;
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. Fator eletroquimico, que surge quando ¢ potencial elétrico existente
entre as fases do sistema é usado para separar as moléculas de acordo com a
sua carga elétrica,;

. Fator de afinidade hidrofébica, que é a utilizagdo das propriedades
hidrofobicas do sistema de fases para separar as molécuias em fungdo da sua
hidrofobicidade;

. Fator de afinidade bioespecifica, que utiliza a afinidade entre os
locais da molécula como ligantes do polimero para a separagéo;

. Fator de conformacéo, que é considerado quando a conformacgéo da
molécula é o fator predominante.

Esses fatores podem ser agrupados na seguinte equacéo:
In K=1In K® + In Ketetro + 1N Kpiesp + 1N Kiam + I Keont 2.2
Onde:
Keietro € 0 fator eletroquimico;
Knitob € 0 fator de afinidade hidrofébica;
Koicesp & 0 fator de afinidade bioespecifica;
-~ Kean € o fato do tamanho; v
Keont € 0 fator de conformacéo;
Ko 880 os outros fatores que podem causar influéncia em K.
2.9. APLICAGCOES EM LARGA ESCALA

Nas dltimas décadas, varias pesquisas tém sido realizadas com sistemas
bifasicos aquosos em escala laboratorial para a separagdo de proteinas,

organelas celulares, virus e outros materiais biolégicos. A aplicaggo de
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sistemas bifasicos para a particdo de proteinas em larga escala fambém tem
sido demonstrada, nos ultimos anos, através da utilizacdo de centrifugas e
extratores (DIAMOND & HSU, 1992; WALTER & JOHASSON, 1986).

A extragdo bifasica aquosa exibe inumeras vantagens sobre outros
métodos de separacdo e recuperacgdo. De acordo com ALBERTSSON (1986) e
WALTER & JOHASSON (1986), as principais vantagens da aplica¢do dos
sistemas bifasicos aquosos s&o:

. Facilidade no aumento de escala;
. Rapida transferéncia de massa;
. Equitibrio alcangado com recurso a baixas energias

na forma de mistura mecanica;

. Possibilidade de operag¢éo em continuo;

. Possibilidade de operagdo a temperatura ambiente
sendo

. Mais econdmico que outros processos de separacéo.

As operagbes envolvendo os sistemas bifasicos aquosos s&o, de um
modo geral, facilmente executadas em qualquer escala técnica. Isto se deve
principalmente a rapidez com que ocorre o equilibrio das fases permitindo um
coeficiente de particio constante devido a baixa tensdo interfacial destes
sistemas, a simplicidade das unidades de operacdo e a disponibilidade
comercial dos equipamentos necessarios (CABRAL& AIRES-BARROS,1993).
Em particular, a facilidade em se obter o “scale up” pode ser demonstrado pela
independéncia do coeficiente de particdo com relagéo ao volume dos sistemnas.
Aumentos de escala com fatores de 25.000 ja foram mencionados na literatura.
Para facilitar a utilizagdo destes sistemas de escala laboratorial para larga

escala, no entanto, faz-se necessario a caracterizagdo do sistema bifasico
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adequado para a particdo de uma determinada proteina e a correlacéo deste
com o coeficiente de particdo da biomolécula (DIAMOND & HSU,1992).

Assim, quando se deseja isolar uma determinada proteina de uma
mistura compiexa, torna-se essencial encontrar condi¢des ideais. Isto &
realizado normalmente, conforme descrito anteriormente, via experimentos em
escala laboratorial, para entdo se realizar o “scale up”. Para se obter o projeto
de um experimento, & importante otimizar o rendimento e a particdo versus o
restante dos componentes da mistura, isto &, o fato de purificagdo. A grande
vantagem € que o0s componentes que podem prejudicar 0s passos de
purificagédo sdo removidos sem a necessidade da utilizagdo de centrifugagbes e
filtragdes por membranas. Ainda, a particdo espontanea de proteinas reside no
fato de que o material contaminante é faciimente removido em um sd passo.
Sob condigbes favoraveis, é possivel atingir-se um elevado fator de purificag&o
no primeiro passo de extragdo (MATIASSON & LING,1987)

Resultados obtidos com a taumatina ( proteina com propriedades
adogantes), revelara, em um Unico passo de extracdo com sistema bifasico
PEG - 6000/ Fosfato contendo NaCl, a partir de extrato bruto livre de
fragmentos de céiulas, valores de rendimento e fator de purificagéo de 90-85%
e 20, respectivamente { CASCONE et al,1991).

Estudos realizados por KRONER et al (1982), estabeleceram uma
comparacgéo entre o processo de purificacdo utilizando sistemas de duas fases
agquosas e 0 convencional constituido essenciaimente por precipitacao seguida
por dois passos cromatograficos e obtiveram grau de pureza semelhantes,
atingindo-se um rendimento superior no protocolo de extragéo liquido-liquido
(71% versus 51%). Uma andlise econdmica comparativa entre os dois
processos, envolvendo custo de pessoal, material e operagdo revelou que uma
unidade de atividade enzimatica produzida pelo protocolo classico tinha um
custo de cerca de 40 vezes superior aoc de uma unidade de enzima resultante
das extragOes sequenciais em sistemas de duas fases aquosas.
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2.10. SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS MAIS ESTUDADOS

Existe uma grande variedade de polimeros hidrofilos, naturais ou
sintéticos, capazes de gerar a separagdo de fases ao se misturarem com um

segundo polimero ou com um soluto de baixo peso molecutar, como um sal.

Em principio, todos os tipos de sistemas bifasicos aquosos podem ser
empregados na separacdo de biomoléculas. No entanto, quando se considera o
aumento de escala onde critérios como custo, quantidade de reagentes, tempo
de separacdo das fases e reciclagem dos componentes ndo podem ser
desconsiderados, 0 nimero de sistemas capazes de conjugar os requisito
necessarios € bastante reduzido.

Um dos fatores chave na aplicagdo em grande escala da parti¢éo
bifasica aquosa reside na selegdo do sistema bifasico aquoso mais indicado. A
grande maioria dos trabalhos encontrados na literatura para sistemas polimero-
polimero tem sido efetuada com PEG e um polissacarideo, usualmente uma
Dextrana fracionada ( ALBERTSSON, 1986; WALTER & JOHANSSON, 1984).

Estes sistemas parecem exibir caracteristicas fundamentais, apresentam
propriedades fisicas favoraveis, como baixa viscosidade em ambas as fases e
uma razoavel diferenca de densidade entre as duas fases e s&o formados por
polimeros biodegradaveis e disponiveis em grande quantidade, enquadrando-
se dentro da legislagdo de um grande nGmero de paises para o trabalho com
produtos alimenticios e farmacéuticos (DIAMOND & HSU, 1992).

O polietileno glicol € o polimero padrdo para os sistemas bifasicos
aquosos. A utilizacdo do PEG tomna-se vantajosa devido ao baixo custo do
polimero e as propriedades fisicas e quimicas favoraveis. Por outro lado, a
Dextrana apresenta um inconveniente: o elevado custo. Este polimero,
constituido exclusivamente por unidades de glicose, pode ser obtido por um
processo fermentativo envolvendo a bactéria Leuconostoc mesenteroides (

ALSOP, 1983) ou diretamente, por sintese enzimatica e por sintese
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quimica(HARRIS &ALPANI, 1985).Estas técnicas de obtencdo direta da
Dextrana ndo s&o, no presente, competitivas pois quase todas as preparacbes
comerciais sdo obtidas pela via fermentativa, e esta, por sua vez, representa
um elevado custo.

Para combater a falta de competitividade econdémica dos sistemas
bifasicos constituidos por PEG e Dextrana tem-se recorrido quase
exclusivamente a sistemas PEG/Sal. Os mais empregados na aplicacdo em
grande escala destas técnicas de purificagdo sdo os sistemas PEG/Fosfato e
PEG/Sulfato( BOLAND et al, 1991; KULA et al, 1982; PAPAMICHAEL et al,
1992). Estudos comparativos sobre a aplicacdo de varias técnicas de
purificagdo mostram que estes sistemas podem competir com outros métodos
de purificagao.

2.11. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NA EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

] Ultimamente, em virtude da necessidade em se procurar alternativas mais
viaveis economicamente para uma dada separacgédo, a extracéo liquido-liquido vem
sendo usada de maneira crescente. isso torna-se evidente pelo grande nimero de
novos equipamentos desenvolvidos neste campo.

Alguns fatores que vém estimulando o desenvolvimento da extragdo

liquido-liquido, atuaimente, sdo (HUMPHREY etal.,1984): .
. Perspectivas de economia de energia em compara a destilagdo;
. Possibilidade de evitar a degradagdo dos compostos, devidc ao

efeito da temperatura, que pode ser causada por processos que fazem uso de
energia térmica;

. Desenvolvimento de equipamentos mais eficientes que permitam
um contato das fases liquidas mais efetivo;
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. Melhor entendimento dos principios para desenvolvimento,
projeto e “scale-up” dos processos de extragio.

No passado, as operagbes de extragdo liquido-liquido eram restritas a
processos que utilizassem um pequeno nimero de estagios devido a elevada
altura dos estagios tedricos associados a colunas gravitacionais que representava
um alto investimento de capital, tornando o processo de extragdo bastante
oneroso. Nas ultimas décadas, contudo, novos projetos de extratores tipo coluna e
tanques misturadores foram desenvolvidas possibilitando em varios casos
considerar a extracdo liquido-liquido como alternativa para separagbes que
requerem um grande nimero de estagios tedricos (LOGSDAIL et al., 1957). O
desenvolvimento de novos equipamentos para efetuar extragdo liquido-liquido
tem tornando esta método mais competitivo com relagdo aos outros processos de
separacao existentes(SOUZA, 1997).

Para o desenvolvimento de equipamentos de extrag&o liquido-liquido, sdo
alvo de consideragdes e fatores, como (STEINER, 1998):

. O sistema de trabalho: solvente a ser usado, grau de pureza do
rafinado, condigbes de escoamento dos liquidos, entre outros;

. Dados de equilibrio: sdo imprescindiveis, deverdo estar
disponiveis na temperatura de trabalho;

° Dados de transferéncia de massa.

Durante o processo de extragdo varios fendmenos acontecem no interior
do extrator, alguns dos quais prejudicam a transferencia de massa. Os mais
conhecidos séo definidos abaixo:

e “Hold up™ é a fracBo retida de fase dispersa, que € a razdo do
volume da fase dispersa pelo volume {itil total do equipamento;
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. Inundacgéo: quando as condiges de operagido na coluna fazem com
que seja impossivel as correntes escoarem em contracorrente € uma fase de
dispersa na outra. Nesta situagdo, as correntes entram e saem da coluna numa
mesma extremidade.

. “Backmixing"(mistura axial): € o retorno axial da fase dispersa. A fase
dispersa escoa em sentido oposto ao esperado. Ele faz com que o gradiente de
concentragao, que e a forga motriz da transferencia de massa da coluna, diminua,

prejudicando a taxa de transferencia de massa e a eficiéncia da separacao.

. “Backflow”: & o retorno axial da fase continua. Ocorre quando a fase
continua e carregada na dire¢do oposta a esperada.

Num processo de extragdo, existem diversos fatores que influenciam o
despenho do extrator, principalmente em escala industrial. Portanto, € necessario
um estudo em escala piloto para melhor definir as condi¢cdes de operagao.

A utilizagdo de extratores verticais nos processos de extragdo liquido-
liquido é justificado devido a pequena area que ocupam, terem boa eficiéncia de
separacdo e apresentarem facilidades de operagdo e manutengéo.

Existem varios tipos de extratores que podem ser classificados de acordo
com os principios gerais de operacdo e construgdo. Varios autores dividiram os
extratores em duas categorias, de acordo com o tipo de contato entre as fases em
( HANSON, 1971): "

o Sistemas de contalo e separagdo de fases em estagios
(descontinuos). estes sistemas sdo formados por uma série de estagios
compostos por tanques misturadores-decantadores, onde a solu¢do e o solvente
sdo misturados até serem atingidas as concentracdes de equilibrio em ambas as
fases. ApOs isso, deixa-se decantar a fase mais densa e, entdo, faz-se a
separacdo das fases antes delas passarem ao proximo estagio. Nestes
equipamentos, obtém-se aitas eficiéncias de separagdoc em cada estagio. A

desvantagem € o grande espaco fisico que ocupam (Figura2.2).

42



e Sistemas de contato diferencial (continuos): nos sistemas
diferenciais, o0s liquidos escoam continuamente em contracorrente, sem
misturadores ou decantadores intermediarios, sendo que estes contadores s&o
normalmente colunas verticais. O escoamenio em contracorrente ocorre em
funcdo da diferenca de densidade entre as fases. A fase mais densa € alimentada
no topo e flui de maneira descendente no interior da coluna e a fase menos densa
é alimentada na base e flui em direcdo ao topo da coluna. As colunas de contato
diferencial sdo equipamentos mais compactos e ocupam um menor espago fisico
que os misturadores-decantadores.

Entrada da

Entrada da fase leve

fase pesada

VAN
A — | (7
g > ol
4 "j I4 “} >
< Yy \_/ Saidada

fase pesada

Saida da

fase leve

Figura 2.2 ~ Exemplo de um extrator em estagios discretos

Esta categoria pode ainda ser subdividida de acordo com a maneira de se
promover a mistura das fases, em:

- Colunas sem agitagdo mecénica e separacdo pela
gravidade, como colunas de pratos perfurados fixos,
colunas tipo Spray e colunas recheadas(Figura 2.3).
Nestes equipamentos, a forma de promover o contato
entre as fases e portanto a transferéncia de massa, ¢ a
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acdo da forca gravitacional, devido a diferenca de
densidade entre as fases. Sdo os mais simples extratores
diferenciais usados na  extragdo  liquido-liquido.
Apresentam baixo custo de instalacdo e manutengdo e
ocupam reduzido espaco fisico. A principal desvantagem ¢

a baixa eficiéncia de separacao.

Colunas com agitagdo mecanica e separacdo pela
gravidade, como coluna de discos rotativos (RDC), coluna
de fluxo puisado, coluna de pratos puisados, coluna
“Oldshue-Rushton”, coluna “Sheibel” e coluna Kuhni.
Nestes extratores, além da forga da gravidade, tem-se a
agdo da agitacdo causada mecanicamente que pode ser
empregada atraves de pulsagdes ou sistemas rotativos.
Nas colunas agitadas mecanicamente por meio de
sistemas rotativos, a forga da gravidade atua em conjunto
com a energia introduzida por estes sistemas de rotagao,
que podem ser: discos rigidos ou perfurados, pas, turbinas,
etc. O grau de dispersdo, e portanto o grau de
transferéncia de massa € bastante elevadc em

comparagao aos equipamentos sem agitagdo mecanica.

Contadores centrifugos, que utilizam a forga centrifuga
como forga motriz para transferéncia de massa. Sdo de
desenvolvimento mais recente e possuem alta eficiéncia de
separacgao e ocupam pouco espaco fisico. A desvantagem
€ 0 seu alto custo de implantagdo. S&o exemplos o extrator

Podbielniak, Luwesta e de laval.
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A classificacdo dos equipamentos segundo HANSON (1971) pode ser
observada na Tabela 2.1:

oxoNox

000
00O
OO0
000
0O
000
00

(a) (b) (c)

Figura 2.3 — Exemplos de colunas que atuam sob a forga da gravidade. (a)
coluna de pratos fixos perfurados; (b) coluna recheada; (c) coluna Spray
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Tabela 2.1 — Classificagdo de extragio segundo HANSON(1971).

Tipo de Agitacdo

l
Contato com Separagédo

de Fases

Contato Continuo

Sem Agitacao

Coluna Spray
Coluna de chicanas
Colunas recheadas
Colunas de

- perfurados

pratos

Agitado pro Rotagéo

Misturados-decantador

simples
Misturador-decantador
com bomba

Centrifuga de estagio
individual

Misturador-decantador
com pulsagao

| Coluna Sheibel
Coluna dOldshue-Rushton

Colunas de discos
rotativos
Coluna misturados multi-

estagio

Agitado por Pulsagao

Misturador-decantador
com pulsacao

Coluna recheadas com
pulsacdo

Coiunas de pratos
perfurados

Colunas de fluxo pulsado
Coluna pratos pulsados

2.12. PROCESSAMENTO CONTINUO

A maioria dos processos de extracdo de particulas biologicas tem sido

realizados de modo descontinuo; recentemente, a utilizacdo de processos

continuos tem ganhado um grande impuiso, uma vez gue O processamento

continuo apresenta inimeras vantagens ( BOLAND, 1990):

. Reduc¢ao do tempo de processamento: os processamentos de fases

aquosas atualmente sdo muito rapidos. A mistura e o equilibrio das fases ocorre

em alguns minutos quando se utilizam equipamentos adequados. Portanto, a

utiizagdo do processo continuc permite processar rapidamente grandes

quantidades de material, com instalagbes reduzidas em relagdo & quantidade de

material que esta sendo processada, resultando numa economia de capital e

energia.
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. Automacdo do processo, 0 que significa redugdo de custo de mao-
de-obra a ser empregada;

. Obtencdo de produtos mais homogéneos: a combinagdc entre
processo continuo e automagdo mantém o processamento mais constante, com

poucas variagoes e maior uniformidade ao longo da corrida;

. Maior rendimento de produtos labeis: devido a rapidez do

processamento, as perdas de materiais labeis sd0 minimizadas;

. Possibilidade de reciclagem dos componentes constituintes das
fases.

A aplicagdo de Sistemas Bifasicos Aquosos (SBA) para a purificacdo em
continuo tem sido demonstrada em varios trabalhos utilizando diferentes sistemas
de extracdo. ALBERTSSON ( 1986), descreveu a operagao de uma unidade Craig,
em modo contracorrente, empregando sistemas PEG/Dextrana. KULA et al (1982)
pesquisaram a extracdo de formiato desidrogenase com sistemas PEG/ Sal.
HUSTEDT et al (1988) analisaram um processo continuo em uma coluna Kuhmi,
em um extrator Graesser, em uma coluna Podbieiniak e em uma unidade
misturadora-deantadora usando SBA.

Em operacdo semicontinua, SAWANT et al (1990), PATIL et al (1991) e
JAFARABAD et al (1992 a; 1992 b) avaliaram a transferéncia de massa e a frag@o
retida de fase dispersa para a albumina de soro bovino e para amiloglicosidase.
Para a purificagdo da albumina foram empregadas as colunas tipo Spray e Yok-
Scheibel operando com sistemas PEG/ Dextrana e PEG/Fosfato de potassio,
respectivamente. Para a separagd@o da amiloglicosidase, foi utilizado o sistema
PEG/Fosfato de sddio nas colunas York-Scheibel e Empacotada.

COIMBRA et al (1994) utilizaram um extrator Graesser para a separagdo

das proteinas a —lactoalbumina e B-lactoglobulina do soro do leite com sistemas
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bifasicos PEG/Fosfato e avaliaram a performance do extrator com relacdo a
eficiéncia de separacdo e a transferéncia de massa. (COIMBRA et al 1995).
PAWAR et al (1997) analisaram a fra¢ao retida da fase dispersa e o coeficiente de
transferéncia de massa em uma coluna Spray modificada utilizando sistema
bifasico PEG/Sulfato para a extragao de amiloglicosidadse e $-galactosidase. Mais
recentemente PORTO et al (1997-1399) avaliaram a fransferéncia de massa e a
fracdo retida da fase dispersa para o citocromo b5 e albumina de soro bovino em

coluna de discos perfurados rotativos com sistema PEG/ Fosfato de potassio.

2.13. TRANSFERENCIA DE MASSA EM SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

Quando um sistema contém dois ou mais componentes cujas
concentraches variam de ponto a ponto no sistema, ha uma tendéncia natural &
massa ser transferida, minimizando as diferengas de concentragdo no sistema, ja
que de acordo com a Segunda lei da termodiné@mica, sistemas que n&o estdo em
equilibrio, tendem a aicancar o equilibrio ao longo do tempo. O transporte de um
constituinte de uma regido de maior concentragdo para outra de menor
concentragdo € chamado de “transferéncia de massa’.

E de fundamental importancia no estudo de um processo de extragdo
liquido-liquido ou de um extrator em particular, a avaliagdo da transferéncia de
massa deste equipamento.

-

A transferéncia de massa entre duas fases liquidas é func¢do do
comportamento dos liquidos que atravessam o extrator e da taxa local de

transferéncia de massa, que depende da resisténcia no filme liquido interfacial.

O estudo da transferéncia de massa visa principalmente avaliar o quanto o
sistema se aproxima do equilibrio. Com este estudo, pode-se definir um limite
ideal de operacéo para o extrator.
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Em equipamentos de extragdo liquido-liquido, em contracorrente, a
transferéncia de massa ocorre numa dispersdo de gotas que fluem pela gravidade
através da fase liguida continua, sendo o contador de discos rotativos um exemplo

destes equipamentos.

A mudanga de concentragdc numa gota, numa dada parte da coluna, €
dependente da diferenca de densidades, do coeficiente de transferéncia de
massa, da area interfacial e do tempo de contato, sendo gue todas essas variaveis
dependem do di&metro das gotas. Segundo HANSON (1968) a transferéncia de

massa ocorre entre a fase continua e as gotas.

Em sistemas liguido-liquido, o aumento da agitagdo, inicialmente causa
um aumento da area interfacial (através da diminuigdo no tamanho das gotas) e
assim, aumentando a taxa de transferéncia de massa, Porém, 1SS0 n&o ocorre
indefinidamente. Primeiramente, ha um limite para o aumento da area interfacial
que pode ser obtida. Em segundo lugar, abaixo de um certo tamanho de gotas,
estas comegam a se comportar como esferas rigidas sem circulacdo pelo lento
processo de difusdo molecular. Em terceiro fugar, apds um certo ponto, o aumento
na agitacdo pode comecar a suprimir a interagdo gota-gota, reduzindo a mistura
na fase dispersa e também a taxa de transferéncia de massa. Ha portanto um
grau otimo de agitacdo que fornece a taxa de transferéncia de massa maxima
(ROD, 1966).

Segundo HANSON (1968), a coalescéncia das gotas da fase dispersa
numa fase continua é fundamental para ocorrer a separagdo das fases. Em gerali,
quanto menor o tamanho das gotas, mais lenta a coalescéncia. Quanto menores

forem as gotas, maior sera a tendéncia da solugdo emulsificar.

Em colunas de discos perfurados rotativos, o coeficiente global de
transferéncia de massa pode ser determinado por:

N=Kda(C*-C)V 2.3

Emque: N - fluxo de proteina para a fase dispersa(g/s.cmz)
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Kda - coeficiente global de transferéncia de proteina

C * - concentracdo de proteina na interface em equilibrio com a fase

continua(g/cm?®).
C ~ Concentracdo da proteina na fase dispersa(g/cm®).
V — volume da fase continua.

Considerando que as duas fases sdo imisciveis, que a quantidade de
soluto transferida entre as fases € pequena, que o coeficiente de particdo para a
proteina € independente da sua concentracdo e gue o coeficiente de transferéncia
se mantém constante ao longo da coluna, a integragao da expressdo acima é
possive! gerando:

N= Kda ACy, V 2.4

Onde AC, representa a média logaritmica da diferenca de concentragdes
entre a interface e a fase dispersa. O balango material globai do soluto na coluna
origina:

Q( Cent" Csai) = Kda ACgm Vv 2.5

Em que Q, C.s & Cgy representam, respectivamente, a velocidade de fiuxo
da fase dispersa, a concentragdo de proteina na corrente de entrada da fase
dispersa, a concentragdo de proteina na corrente de saida .da fase dispersa.

Reorganizando a expressdo, obtem-se a expressdo:
Kda - QN . iﬂ ( Cent - K CfICsai - KCf) 2.6
Onde K representa o coeficiente de particdo do soluto.

Sabe-se que existem dois aspectos distintos sobre a eficiéncia de
extragdo a serem considerados: o primeiro costuma diferenciar o comportamento

real do ideal; 0 segundo interpreta a eficiéncia em termos de mecanismos de
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transporte de massa. Baseado nestes aspectos, varias definices de eficiéncia
tem sido propostas.

O desempenho de um contador de discos rotativos com saia perfurada foi
estudado por KAWASE ( 1980) em escala piloto. Os dados obtidos para este
equipamento foram examinados usando a correlagdo proposta para uma coluna
de discos rotativos. Foram realizados estudos sobre a eficiéncia de extragdo, na
qual as concentragbes das fases no topo e no fundo da coluna foram medidas. O
calculo da eficiéncia de extracdo neste equipamento foi realizado usando a

seguinte relagao, baseada nas concentragbes da fase onde se encontra o soluto.

Ex =GC-C, X100 2.7
Cs

Onde: C; é a fragdo massica de soluto na alimentagdo e
C; é a fragdo massica de soluto no rafinado.

Esta definicdo representa um indice de recuperagéo do soluto.

2.14. ASPECTOS ECONOMICOS

A escolha entre os diferentes métodos de separagéo é feita de acordo
com aspectos econdmicos e com as caracteristicas fisicas e quimicas dos
componentes da mistura a ser separada.

»

O conhecimento em sistemas bifasicos aquosos e suas habilidades de
particdo de moléculas bioldgicas tem sido estudada por mais de 40 anos. Desde
entdo, o interesse nesta area mostrou-se reduzido até os Gltimos anos, quando

uma série de pesquisas tomaram lugar dentro do mundo cientifico ( MATIASSON
& LING, 1987).

A extracdo de proteinas em sistemas bifasicos aquosos consiste num
processo que requer um custo relativamente alto de reagentes. Uma andlise
econdmica da recuperacéo e purificagdo da enzima formato desidrogenase a partir
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de Candida biondii demonstrou que o uso de sistemas bifasicos aquosos possui
vantagens econdmicas quando comparado a outros métodos. O tempo de
operagdo reduzido, que influi diretamente nos custos de energia, constitui o maior
fator do baixo custo operacional da partigdo com sistemas bifasicos
aquosos(CABRAL & AIRES-BARRQCS, 1993).

O custo operacional, por sua vez, estd extremamente relacionado com o
tipo e concentracdo dos polimeros necessérios para a formagdo das fases do
sistema e sua capacidade. Conforme mencionado anteriormente, o preco dos
polimeros mais empregados, como a Dextrana, é bastante elevado, embora o
sistema PEG-Dextrana possua caracteristicas Iimportantes como a
biodegradabilidade, além de reunir uma elevada gama de informagdes sobre a
particdo de varios compostos ac longo dos anos. O uso pratico da Dextrana
apenas seria justificado em casos raros, como na produgédo de produtos especiais
(MATIASSON & LING, 1987). Para combater este problema, tem-se recorrido ao
Hidroxipropilamido, similar a Dextrana e mais econémico.

Apesar do elevado custo associado aos reagentes quimicos, KRONER et
al ( 1984) verificaram que esta técnica de extragdo ndo deixa de ser competitiva
com outras técnicas como a centrifugacdo, filtracdo com tambor e filtragdo com
membranas. Estes autores obtiveram, iguaimente, um elevado consumo de
reagentes, cerca de 53% do custo total, embora estes custos tenham sido
compensados pelo baixo custo observado para o consumo energético e para 0

»

investimento em equipamento.

Por estes fatos, torna-se fundamental reduzir substancialmente os custos
dos reagentes quimicos, quer pelo recurso a novos reagentes, quer pela
implementacdo de técnicas de recirculagdo de reagentes.
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2.15 MODELAGEM MATEMATICA DE EXTRAGAO DIFERENCIAL

A extracao diferencial ocorre quando um liquido pesado e um liquido ieve
estdo continuamente em contato em contracorrente. O soluto é transferido de uma
fase para a outra, mas nunca e atingida a condig@o de equilibrio. O resuitado é
uma consideravel separagdo do produto, levando-se em conta o pequeno
intervalo de tempo de contado entre as fases, que é maior nos misturador-

decantador.

A anaiise da extracdo diferencial depende de equag¢bes principais. As
primeiras duas equacdes sdo similares as usadas em extragdo por estagios. Uma
é a equacao de equilibrio:

x=Ky 2.8

Onde y é a concentracdo na fase pesada que poderia estar em equilibrio
com a concentracdo x na fase leve numa dada posi¢ao da coluna.

A segunda equacdo é o balango de massa que é determinado ao longo da
altura da coluna diferencial, partindo do fundo até uma altura z. O resuitado é:

Hy+L(0)= Hy, + Lx 2.9
Qu
H
xm—z—(y—yo) . 210

Onde y, € a concentragdo em z=0. Note que ambos x e y séo
concentragdes na posi¢do z na qual ndo ha equilibrio. Esta equacgo é chamada
linha de operagao.

A terceira equacgao, expressa a taxa de soluto que é transferido da fase

pesada para a fase leve. Esta também se baseia no balango de massa, mas é

53



escrita somente para a fase pesada. A obtencgido desta equagao é feita a partir do
balanco de massa diferencial feita na fase pesado para um volume AAz:

soluto Sfluxo soluto }
acumulado de _saida transferido }
Em termos simbdlicos, isto pode ser escrito como:

Ox-—H((le—-y|”Az)-—rAaz 2.1

Dividindo por AAz e aproximando Az a zero:

H\dy
Om — | s —
(.4] s 2.12

Agora precisamos encontrar uma expressao para a taxa de transferéncia r.

A taxa de transferéncia de massa devera ser proporcional a area superficial
por unidade de volume, onde o soluto é transferido mais rapidamente quanto
menor for o tamanho da bolha. Esperamos que a taxa seja proporcional a
distancia da conceniracdo em relacdo ao equilibrio. Portanto, podemos escrever:

rxka(y——y') 2.13
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Onde a é a area superficial por unidade de volume, y & a concentracdo na
fase pesada a qual poderia estar em equilibrio com a conceniracdo x, e kK € uma
constante, chamada “coeficiente de transferéncia de massa”. A constante k é
como uma constante de taxa de reagzo.

Combinando a eq 2.12 e eq 2.13, nés encontramos

dv ka .
& (H/Aj(ymy) 214

Esta € a terceira equacgdo das trés equagdes usadas para a analise de
processos de extracio diferencias.

Nos podemos calcular a altura de um extrator diferencial a partir da
equagdo de equilibrio, da linha de operagdo e do balango de massa na fase
pesada. Combinado essas equagdes, e rearranjando o resultado é:

l=£dz 2.15
Im(H/A)fI dy . 2.16
ka 0y-y
< (HIA) f’ dy 2.17
ka *(y-x/K)

(H/A)I 2.18
y- H/LK(y ¥o)
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[=[(H/A)J E_,fy-x/K 219
ka E-1 Yo

[=[4aUT}NUT} 2.20

Na literatura da engenharia, a quantidade dentro do colchete, a qual tem a
dimensdo de um comprimento, é chamado de “Altura de unidades de
transferéncia” ou AUT, € uma medida de eficiéncia do equipamento. A quantidade
contida entre as chaves é admencional, & chamada de "Numero de Unidades de
Transferéncia” ou NUT, €& uma medida da  dificuldade da
separacido(BELTER,1988).

A quantidade E, € chamada de fator de extragéo, e é dada por:

E =

KL
H 2.21

A equacio 2.19 & a base para o projeto de processos de extragao liquido-
liquido diferencial.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. DESCRIGAO E OPERAGAO DO EQUIPAMENTO
Um esquema da micro-coluna de campanulas puisantes & mostrado na

figura 3.1. Esta micro-coluna, é constituida de um tubo de acrilico de 30 cm de

altura, com didmetro interno de 2,70 cm em parede de 0,15 cm de espessura.

saida fase leve
—

antrada fase .
pesada Y —

entrada fase leve

.é...........
saida fase pesada ]

[ —

Figura 3.1 — Esquema da micro-coluna de campanuias pulsantes.

No centro da micro-coluna, esta localizada uma haste de aco inox, na gqual
estdo coladas trés campanulas que estdo distanciadas 6cm uma das outras. O

didmetro da base das campanulas é de 2,68 cm. As campanulas sdo construidas
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com uma base de latdo e uma peneira de aco de maltha MESH 24 e, portanto,
possui uma area livre para 0 escoamento de 38%.

Durante o puiso, a campénula movimenta-se num percurso de 2 cm para
baixo e 2cm para cima, o que faz uma amplitude de 4 cm.

Os pulsos sdo fornecidos por um dispositivo, que proporciona um

movimento harmonico controlado por um motor

Os bocais de alimentacdo e saida s8o de ago inox e possuem um
diametro interno de 2,5 mm e um diametro externo de 3 mm. Tanto as conexdes

da base, como do topo da micro-coluna sio de Teflon.

A alimentag&o na coluna de cada fase, tanto a leve como a pesada é feita

através de duas bombas peristaiticas independentes, previamente calibradas.

Os tubos que conduzem as entradas e saidas das fases sao de silicone,
com diametro interno de 2 mm. Os tubos de silicone, além de serem muito
flexiveis, sdo compativeis com as solugses utilizadas.

Os experimentos ocorrerdo com temperaturas na faixa de 19 °C a 23 °C.
3.1.1. Procedimentos de Operac¢ido da Micro-Coluna

Para operagdao da micro-coluna, com a finalidade de obter-se dados
relativos a hidrodindmica, transferéncia de massa e eficiéncia, segue o
procedimento a seguir. ’

Primeiro, enche-se a micro-coluna com a fase continua, ou seja, a fase
rica em Sal, que neste caso é a fase pesada. Em seguida, coloca-se em operacdo
a bomba peristaltica com alimentagdo da fase pesada, ajustando-se a vazéo de
entrada e saida. Apds o ajuste da vazio, aciona-se 0 sistema de pulsagéo e
ajusta-se a sua fregliéncia no valor desejado.

Posteriormente, coloca-se em operagdo a bomba peristaltica que alimenta
a fase dispersa, que é a fase leve(fase rica em PEG), iniciando sua alimentacéo
com a vazdo desejada. O controle de vazdo da saida da fase leve, é feita em
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nivel, ou seja, sua saida é feita quando esta completa o espago na micro-coluna
relativo a sua coalescéncia e decantacdo da fase pesada que possa ter sido
arrastada na operacao.

Apds o inicio da alimentagdo da fase leve, anota-se o tempo até que esta
comece a sair da coluna, onde tem-se entdo efetivamente o inicio de operagéo do
equipamento. Quando do inicio da saida da fase leve, comega-se a contagem de
tempo de operagdo da micro-coluna. O tempo de operacgdo foi iniciaimente de 40
min, quando se pode definir 0 tempo em que o sistema entrava em regime
permanente(estado estacionario), para as condicdes de operagao definidas neste
trabalho. Posteriormente, para os ensaios de transferéncia de massa e eficiéncia
este tempo foi reduzido a 30 min de operacéo efetivamente, sendo que o estado
estacionario € atingido com menos de 20 min.

No estado estacionario, as concentragdes de saida das duas fases
praticamente ndo variam com o tempo, havendo sim pequenas oscilages, o que
ocorre normalmente nos sistemas reais. Num sistema em regime permanente,
teoricamente as concentragées ndo variam com o tempo, ou seja, em sistemas
que trabalham muito proximos dos sistemas ideais.

Durante a operagdo do equipamentc sfo feitas coletas periddicas de
amostras nas saidas das fases leve e pesada da micro-coluna, para posterior
analise de proteina total e atividade enzimatica. S&o feitas também medidas de
vazbes, através da coleta de um volume conhecido num determinado periodo de
tempo. Com esses dados pode-se conhecer tanto o comportamento das
concentragdes, como das vazdes ao longo do tempo de operagéo.

As fases continua(pesada) e dispersa(leve) entram em contato no interior
da micro-coluna, onde ocorre a transferéncia de soluto entre as fases. As fases
que deixam a coluna sdo: extrato que € constituido principalmente por soivente e 0
soluto extraido(neste caso, a saida da fase leve), e a fase refinado, que é rica no
meio de alimenta¢do e do soluto ndo extraido.
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3.1.2. Variaveis Estudadas

Neste trabalho, sdo analisadas as influéncias de algumas variaveis de
operacdo sobre a transferéncia de massa e hidrodindmica da micro-coluna,

possibilitando a identificacdo das melhores condigdes de operaco do sistema.

Na Tabela 3.1, s8o apresentadas as variaveis que s&o avaliadas na

operacao do equipamento e seus valores

Tabela 3.1 — Variaveis estudadas na operagéo da Micro-coluna

Valor minimo Valor maximo
Razdo entre as fases 0.8 1,1
Fregiiéncia de 33 43
pulsos(pulso/min)

Nos experimentos em descontinuo, variou-se a composi¢do, pH e peso
molecular do sistema de duas fases aquosas a fim de se encontrar as melhores
condigdes termodinamicas(coeficiente de particdo), de extra¢do. Foram estudadas

duas linhas de amarragao, dois niveis de pH e dois pesos moleculares de PEG.

Com o objetivo de estudar a influéncia das vazbes e da freqgliéncia de pulso
das campénulas na transferéncia de massa da coluna, trabalhou-se com um peso
molecular, um pH e uma linha de amarracao definidos.
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3.3. PREPARO DE AMOSTRA E SOLUGOES

3.3.1. Preparo de Amostra de Caldo

O trabalho experimental foi conduzido no Laboratério de Bioguimica da
Faculdade de Engenharia Industrial - FEI. Os demais reagentes utilizados foram
de grau analitico. As amostras foram preparadas com abacaxi de diversos tipos,
encontrados em mercados e exceto a coroa, foram triturados e filtrados eliminando
as fibras, e armazenados , 4 temperatura de —18 °C. Para os ensaios as amostras
foram descongeladas e utilizadas no mesmo dia. Caso a quantidade de amostra

descongelada n&o fosse utilizada, era novamente congelada.

( ABACAX] ]__.,,. Triturar —» FILTRO
PRENSA

l

- Eliminagao das fibras
- Armazenamento

Figura 3.2: Preparo da amostra
3.3.2. Preparo das Solugdes Estoques

Os ensaios foram realizados a partir de solugfes estoques concentradas de
PEG e tampé&o fosfato para facilitar a preparacdo dos sistemas bifasicos.

a) Solugdo estoque de tampao fosfato pH 7, com concentragio de 40 % p.

Pesaram-se 14 g de fosfato de potassio monobasico e 26 g de fosfato de
potéssio dibasico que foram dissolvidos em 60 g de agua deionizada. Em seguida
verificou-se 6 pH da solugéo.
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b) Solugao estoque de tampao fosfato pH 9, com concentragdo de 40 % p.

Pesaram-se 1,67 g de fosfato de potassio monobasico e 38,33 g de fosfato
de potassio dibasico que foram dissolvidos em 60 g de &agua destilada. Em
seguida verificou-se o pH da solugéo.

¢) Solucéo estoque de PEG, com concentragdo 50% p para PEG de peso
molecular 1500 e 4000.

Pesaram-se 50 g de PEG (1500, 4000)que foram dissolvidos em 50 g de
agua deionizada.

3.4. EXTRAGAO EM DESCONTINUO

Os sistemas foram preparados a partir de solugbes estoque de PEG e
fosfato. Esses sistemas foram preparados, pesando-se em tubo de centrifuga
graduado de 15 mlL, a quantidade de solugdo estoque de cada componente
necessaria para a obten¢do da composicdo desejada. Em seguida foram
adicionados 1g de caldo de abacaxi e , por fim, a quantidade de agua para atingir
5g de sistema.

Depois de preparados, os sistemas foram agitados em vortice por45 s e
em seguida, centrifugados a 1.000xg por 5 minutos, para atingir a separagao das
fases mais rapidamente.

Posteriormente, foram retiradas aliquotas das fases superior e inferior,
com o auxilio de uma pipeta automatica, para a determinagdo da atividade
enzimatica e proteina total.

A figura 3.3.mostra a rotina dos ensaios.
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PEG/SAL Solugado estoque

i@-—“———* Adicao de amostra
Agitagdo

Vortex
45 s

‘

Centrifugacdo 1000g x 5 min

|

PEG SAL

\/

- analises

Figura 3.3: Esquema da extracdo
3.5. METODOS ANALITICOS
3.5.1. Determinagao de Proteina Total

O método de BRADFORD (1976) foi utilizado para determinar a
concentracdo de proteinas totais presentes nas duas fases. Este método baseia-
se na ligagdo da substancia Coomassie Brilliant Blue G-250 com a proteina,
formando um complexo colorido que possui maxima absorcdo de cor na faixa de
465 a 595 nm.

e SOME St s 10«
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O reativo foi preparado dissolvendo-se 100 mg de Coomassie Brilliant Blue
G-250 em 50 mL de etanol a 95% sob vigorosa agitacdo. A esta solugéo
adicionaram-se 100 mL de acido fosforico a 85% e diluiu-se com agua destilada
ate o volume final de 1 L.

Procedimento:

Em um tubo de ensaio colocam-se 100 ul da amostra e 5 mL do reativo.
Agitou-se o tubo em vortice e foi deixado em repousa por 5 minutos. Em seguida,
leu-se a absorbancia das a mostras a 595 nm. O branco foi preparado com agua
destilada. Para os célculos da concentraggo de proteina, fez-se uma curva de
calibragcdo utilizando solugbes de albumina bovina (BSA) com concentragbes
variando de 100 a 1000mg/L.

3.5.2. Determinagao da Atividade Enzimatica

A atividade proteolitica foi determinada pelo método descrito por MURACHI
(1970) e BALDINI et. al. (1993) através da hidrdlise enzimatica da caseina a 1,2%
(p/v) pH 6,0 a 35°C durante 10 minutos, seguindo-se de precipitacdo do substrato
nao hidrolisado com solugdo de acido tricloroacético (TCA). No branco, a adi¢do
de solucdo de TCA foi feita antes da adic3o da enzima. A quantidade de produtos
hidroliticos n&o precipitados, ou seja, de peptideos soliveis em TCA foi
determinada a 280 nm contra um branco.

Uma unidade de atividade enzimatica corresponde a quantidade de enzima
capaz de variar em uma unidade a leitura de absorbancia a 280 nm, durante 10
min a 35°C.

A atividade especifica foi expressa como unidades de enzima por mg de
proteinas.
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3.6. METODOLOGIA DE CALCULO

Coeficiente de Particdo

P
Kp — . lopo

3.1
P Sundo

K = Ampo 3.2

a

A fundo

Aiopo € a atividade enzimatica da fase superior (U/mg de proteina)
Amndo € @ atividade enzimatica da fase inferior (U/mg de proteina)
Pwpo € a concentragéo de proteinas totais na fase superior (mg/L)
Prundo € @ concentracdo de proteinas totais na fase inferior (mg/L)

Atividade Especifica

A atividade especifica foi calculada pela equacgéo:
4=4 3.3
P

Onde: A é atividade enzimatica.

P é a concentragado de proteinas totais ( mg/l)
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3.7. PLANEJAMENTO FATORIAL

Como estdo sendo levadas em consideragéo, trés variaveis: concentragao
das fases, pH e peso molecular do PEG, utilizou-se o planejamento denominado

23, onde trés variaveis sdo analisadas em dois niveis.

Para realizarmos este estudo, precisamos definir a matriz de planejamento
listando os ensaios em uma ordem padrdo. Todas as colunas comegam com 0
nivel (-) e depois 0s sinais vdo-se alternando, um a um na primeira coluna, depois
dois a dois e finalmente quatro sinais positivos e quatro negativos. A Tabela 3.2

apresenta as variaveis estudas no sistema descontinuo e seus niveis.

Tabela 3.2 Variaveis estudadas nos ensaios em batelada

Fatores Nivel (-) Nivel (+)
Concentragdo , 17,5M17.5 15/15
pH 7 9
Massa Molecular PEG 1500 4000

Como o planejamento é 2° =8 ensaios , no minimo.
Desvio Padrao Amostral

O desvio padréo (s) foi calculado através da equacgéo:

g = {[1 /(N — 1)][2(35,- _ 5)21}1/2 3.4
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Onde:

é a grandeza medida

& a media ente os resuttados obtidos.

Desvio Padrdo dos Efeitos

O desvio padrdo para os efeitos é calculado por:

Sefeito = (32/ Z)H2
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos capitulos anteriores, foram abordados a teoria envolvida no processo
estudado, os materiais e métodos usados no trabalho e os caiculos realizados.

Este capitulo apresentara os resultados obtidos experimentalmente e as

tendéncias observadas no comportamento do sistema.
4.1. EXTRAGAO DESCONTINUA

A metodologia do planejamento experimental (BRUNS et al,1996) é
aplicada a fim de verificar-se a influéncia de cada variavel e da interagdo entre as
variaveis no comportamento do sistema. A extragdo com sistemas de duas fases
aguosas vem sendo estudada como uma promissora técnica para separagio de
proteinas e enzimas.

Nos ensaios de extragdo em descontinuo, avalia-se o coeficiente de
particdo da proteina e da atividade especifica indicando quais sdo as melhores

condig¢des de particdo para as proteinas do sistema e para a enzima em estudo.
4.1.1. Particdo das Proteinas

A extracdo é estudada a fim de encontrar-se as condicOes relativas ao
sistema de duas fases aquosas, que permitem a obtengdo dos meihores
resultados de extragcdo. As condigles analisadas sdo: comprimento da linha de
amarra¢do (concentragdo de PEG e sais ~ fosfatos de potassia), massa molecular
do polimero (PEG - polietileno glicol), e pH.

O material estudado é o caldo do abacaxi, que contém bromelina e outras
proteinas e enzimas. O objetivo € a obtencgdo do sistema ideal para obter-se a
bromelina com maior grau de purificagéo.

Foram definidas quatro linhas de amarragdo, dois niveis de pH e dois
valores de massa molecular do polimero,

As linhas de amarragdo foram estudadas duas a duas, variando juntamente

com os dois niveis do pH e da massa molecular do polimero.
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4.1.1.1. Linha de amarragio 17,5/17,5% plp e 15/15 %p/p — VARIAGAO 1

Primeiramente foram analisadas as linhas de amarracdo de 17,5/17,5%p/p
e 15/15%p/p, onde a concentracdo global de componentes variam
proporcionalmente, aumentando apenas o comprimenio da linha de amarragéo, e

variando-se todos estes fatores foram calculados os efeitos, a partir do coeficiente
de particdo da proteina.

Tabela 4.1 - Discriminacg&o dos efeitos e niveis para Variagao 1

Efeito -) (+)
1 | Linha de amarracéo 15/16 17.5/17.5
2 pH 7 9
3 M PEG 1500 4000

Tabela 4.2 - Valores dos efeitos mais significativos para Variagdo 1

Efeito Interagdo + eq.3.5

1 -1,813% 1,86
2 0,037+ 1,86 d
3 1,7095% 1,86

12 -0,742+ 1,86

13 -0,0535+ 1,86

23 2,676 + 1,86

123 3,243 £ 1,86
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Os valores indicam que a linha de amarragdo ndo é um efeito significativo,
pois a concentrac@o de PEG e sal € a mesma no sistema, porém verifica-se que a
massa molecular do polimero combinada com a variagdo de pH produzem um
efeito significativo, além da interacdo entre os trés fatores que gera o melhor

resuitado.

Conforme podemos observar na figura 4.1, aumentando-se o pH
consequentemente deve-se aumentar o peso molecular do PEG a fim de obter-se
a melhor particdo. O aumento do coeficiente de particdo com 0 aumento da iinha
de amarragdo pode ser atribuido a mudanga na composicdo das fases
(RABELO,1999). Apresentamos uma comparagdo das linhas de amarragéo e 0s
melhores resultados de particdo de proteinas, praticamente coincidiram nas linhas
de amarragdo estudadas, mostrando que nZo houve mudancga significativa na
particdo das proteinas com ¢ aumento da linha de amarrag¢ao. Isso pode ser
atribuido a ndo ter havido mudanga na composigdo relativa entre as fases .

_
] VARIAGAO 1
o 10
£ .
2 B17,5/17,5
© 5 ‘
£ ®™15/15
X o -7 — !
1500/7 1500/9 4000/7 4000/9 .

MPEG/pH |

Figura 4.1 - Comportamento do coeficiente de particdo para varia¢éo 1
4.1.1.2. Linha de amarrag¢ao 15/17,5 % p/p e 17,5/15 % p/p - Variagao 2

Neste item foram analisadas as linhas de amarracdo de 15/17,5 p/p e
17.,5/15p/p, onde a concentracio global de componentes varia aumentando, em
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uma linha de amarragdo a fase PEG, e na outra a fase sal. O comprimento da
linha de amarracdo também é alterado, e variando-se todos estes fatores foram
calculados os efeitos, a partir do coeficiente de particdo da proteina.

Tabela 4.3 - Descrig&o dos niveis e efeitos para variacéo 2

Efeito (-) (+)

1 Linha de amarragéo 15/17.5 17.5/15
2 pH 7 g

3 MPEG 1500 4000

Tabela 4.4 - Valores dos efeitos para Variagdo 2

Efeito Interacdo + £q.3.05
1 -1.116+ 0,698
2 -0.86+ 0,698

3 0.758+ 0,698
12 0.771+ 0,688
13 -0.013+ 0,698
23 -0.28+ 0,698
123 0.3148+ 0,698

Neste caso, o efeito que apresenta-se como o mais significativo € a linha de
amarragdo. Pode-se dizer que para que haja variagdo significativa no comprimento
da linha de amarrag&o, deve ocorrer uma mudanca significativa na concentragao
entre as fases.
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O aumento da massa molecular do polimero aumenta a seletividade do
sistema porém diminui o vaior do coeficiente de particdo da proteina, favorecendo
a fase sal. Na Tabela 4.5 , podemos perceber que aumentando-se 0 peso
moiecular do polimero, a linha de amarragdo que apresenta um melhor valor para

K & a menos concentrada na fase salina.

Com o aumento do pH, ocorrem mudangas na distribui¢do de cargas da
proteina. Em baixos valores de pH ocorre aumento da carga positiva e em altos
valores de pH, da carga negativa. Além disso, aumentando o pH, a concentragdo
do anion HPO,® aumenta em relagéo ao anion H,PQ,’, aumentando o efeito do
“salting out”.

Tabeia 4.5 - Comportamento do coeficiente de partigdo para variagdo 2 em
pH 7

pH 7 Massa Molecular
Linha de 1500 4000
Amarracao
15/17,5 2,528 1,497
17,5115 0.969 0.851

O aumento do coeficiente de particdo com o aumento do comprimento da
linha de amarracgdo pode ser atribuido a mudanga na composigdo relativa entre as
fases. Um aumento do comprimento da linha de amarragéo prc'move um aumento
de concentra¢do de fosfato na fase inferior enquanto que na fase superior ela
permanece relativamente constante e igual & sua solubilidade limite no PEG. Isso
provoca um " salting out” de proteinas da fase rica em sal ( fosfato de potassio)
para a fase rica em PEG, mediada pelos efeitos do volume excluido do PEG.
(RABELO, 1999).

A solubilidade das proteinas em solugdes de PEG tem sido interpretada por
varios autores em termos do efeito do volume excluido do polimero (POLSON et
al, 1964). Segundo a teoria desenvolvida, as proteinas sdo excluidas
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estericamente de regides do solvente ocupadas pelo polimero, sendo que as
solubilidades sdc proporcionais ao volume de solvente disponivel ( solvente sem
PEG). Portanto, quanto maior for o volume excluido do PEG, menor € 0 volume de
solvente disponivel, o que significa uma diminuicdo do coeficiente de
particdo(PORTO, 1998).

A influéncia da massa molecular do polimero esta relacionada também a
massa molecular da proteina. Foi observado que a particdo de aminoacidos ou
proteinas de baixa massa molecular ndo é muito influenciada por variagdes na
massa molecular dos polimeros. Contudo, com proteinas de maior massa
molecular, a partigdo € mais influenciada pela variagdo da massa molecular dos
polimeros formadores das fases (ALBERTSSON, 1986). Proteinas com alta
massa molecular sdo mais influenciadas por variagGes na massa molecular dos
polimeros do que proteinas de pequena massa molecular.

A aiteragdo da massa molecular do PEG pode provocar variagcbes na
composigdo das duas fases em equilibrio, como aiteragées no diagrama de fases,
influenciando a particdo de biomateriais.

4.1.2. Particdo para Atividade Enzimatica Especifica

A extracdo é estudada a fim de enconifrar-se as condigfes relativas ao
sistema de duas fases aquosas, que permitem a obtengdo dos melhores
resultados de extragdo. As condicbes analisadas sdo as mesmas que para a
particdo de proteinas.

Estudou-se o comportamento desta variavel pois é um indicador do grau de
purificacéo obtido na particdio da atividade enzimatica em relagdo as proteinas
totais no sistema, indicando possivelmente a concentragdo de bromelina em cada
uma das fases.

As linhas de amarragdo, varidveis e niveis foram estudados como no item
anterior.
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4.1.2.1. Linha de amarracio 17,5/17,5%p/p e 15/15%p/p — VARIAGAO 1A

Primeiramente foram analisadas as linhas de amarragdo de 17,5/17,5
p/p e 15/15p/p, onde a concentracdo global de componentes n&o varia, apenas ¢
comprimento da linha de amarracdo, e variando-se todos estes fatores foram
calculados os efeitos, a partir do coeficiente de partigdo para a atividade
especifica da proteina.

Tabela 4.6 - Discriminagdo dos efeitos e niveis para Variagdo 1A

Efeito (-) (+)
1 |Linha de amarrag&o 15/15 17.5/17.5
2 pH 7 9
3 M PEG 1500 4000

Na analise da particdo da atividade enzimatica especifica foram obtidos os
resultados apresentados na tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Efeitos e interagdes para a Variagdo 1A.

Efeito! Interagdo + £q 3.08
11-0,2808+ 0,2068

2/-0,1628% 0,2068

3(0,1574+ 0,2068

12|0,1144+ 0,2068

13{-0,2039+ 0,2068

23(-0,2244+ 0,2068
123]0,2536% 0,2068
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A interacdo entre todos os efeitos estudados € o melhor resultado que
podemos obter. Os efeitos isolados podem ser desprezados, porém a interacdo
entre eles influi significativamente na particdo para a atividade especifica . A
figura 4.2, ilustra a influéncia destes paradmetros.

Na mesma linha de amarragdo o aumento do pH, diminui o efeito para a
particdo, efeito esse que pode ser explicado pelo aumento da proporgdo HyPO4
/HPO4*. Segundo SARUBBO (2000), o anion monovalente € menos efetivo no
“salting out” do PEG.

VARIACAO 1A

= 15/15
m17,5M175

K atividade enzimatica
especifica
o
[&)]

1500/9 1500/7 4000/7 4000/9
MPEG/pH

Figura 4.2 - Comparacgéo das linhas de amarragdo na Variagdo 1A
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O efeito da massa molecuiar do polimero pode ser atribuido ao maior
namero de grupos hidrofilicos terminais nas cadeias de PEG mais curtas, o que
reduz a hidrofobicidade global e aos efeitos de volume excluido, que aumentam
com o aumento da massa molecular do polimero(SARMENTO, 1994,
HUDDLESTON, 1991).

Apresentamos uma comparacdo das linhas de amarracdo e os melhores
resultados de particdo de proteinas praticamente coincidiram nas linhas de
amarragdo estudadas, mostrando que ndo houve mudanga significativa na
particdo da atividade enzimatica , exceto na situagdo de pH mais baixo e mais alto
peso onde nitidamente vemos que a linha de amarrag&o menos concentrada € a
favorecida.

O PEG de maior massa molecular tende a ser mais seletivo que é de
interesse quando estudarmos a purificagdo de uma enzima que tem em seu
substrato, contaminantes como outras proteinas e enzimas.

4.1.2.2. Linha de amarragado 15/17,5 % p/p e 17,5/15 % p/p — Variagao 2A

Neste item foram analisadas as linhas de amarracdo de 15/17,5 % p/p e
17,5/15 % p/p, onde a concentragdo global de componentes varia concentrando,
em uma linha de amarracdo a fase PEG, e na outra a fase sal. O comprimento da
linha de amarragdo também é alterado, e variando-se todos estes fatores foram
calculados os efeitos, a partir do coeficiente de particdo da atividade enzimatica,
da mesma forma que anteriormente para a proteina.

Tabela 4.8 - Descri¢do dos niveis e efeitos para variagdo 2A

Efeito (-) (+)
1 Linha de amarragdo | 15/17,5 17.5/15
2 pH 7 9
3 M PEG 1500 4000
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Tabela 4.9 - Valores dos efeitos para Variacéo 2A.

Efeito

1-0,30862+ 0,2916

2i0,448+ 0,2916

3i-0,1557+ 0,2916

12{-0,6138+ 0,2016

131-0,0431+ 0,2916

23]0,0049+ 0,2916

12310,1034+% 0,2916

O aumento da linha de amarragéo aliada a variagdo no pH denota um
maior grau de purificagdo. Na figura 4.4 , podemos perceber que aumentando-se o
peso molecular do polimero, a finha de amarragdo que apresenta um melhor valor
para K é a mais concentrada na fase salina, pois esta deve ser rapidamente

saturada pelos materiais solGveis gque estdo contidos no caldo do abacaxi
facilitando o efeito do “salting out” da enzima.
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Variagao 2A

1

L
fi
1500/7 1500/ 4000/7 4000/9
MPEG/pH

[15/17.5
‘m17.5/15

K atividade
enzimatica
especifica

Figura 4.3 — Comparag¢éo das linhas de amarracao na Variagdo 2A

A solubilidade das proteinas em solugbes de PEG tem sido interpretada por
varios autores em termos do efeito do volume excluido do polimero (POLSON et
al, 1964). Podemos perceber que em relagdo a particdo para a atividade
especifica da bromelina a fase PEG é favorecida, aumentando entdo o valor do
seu coeficiente de particdo.
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4.2. EXTRACAO CONTINUA UTILIZANDO UMA MICRO-COLUNA DE
CAMPANULAS PULSANTES

A selegdo de sistemas de extracdo liquido-liquido para aplicagdes em
larga escala implica o recurso de regras convencionais bem definidas em
processo de engenharia quimica: diferencas de densidade entre as fases
superiores a 5% s&o desejaveis, a viscosidade de ambas as fases devem ser
inferiores a 10 mPas e a tensdo superficial deve situar-se entre 1 a 50 mPam.
Estas condigbes sdo desejadas para a formagdo de uma dispersdo de fases
adequada (CUSACK te al., 1991). Os SBA possuem propriedades fisicas que os
tornam diferentes dos sistemas convencionais organicos-aquosos empregados em
engenharia quimica. Nos sistemas aquosos, a fase pesada exibe valores de
viscosidade superiores a 10 mPas e tensdo interfacial & superior a 1 mPam. A
diferenca de densidade entre as fases constitui o Unico parametro que se encontra
dentro dos limites referidos anteriormente.

Apesar das dificuldades, os sistemas bifasicos tém sido aplicados com
sucesso a processos de extragdo liquido-liquido em larga escala. De modo geral,
as colunas de extragdo, pela sua simplicidade de construcdo e operagao,
constituem uma alternativa atrativa quando se deseja misturar, equilibrar e separar
duas fases liquidas imisciveis. A grande vantagem no recurso das colunas é a
eliminacdo do emprego de dispendiosas centrifugas, uma vez que a separacéo de
fases é promovida pela gravidade.

Para os ensaios de extragdo em continuo foi utilizado o sistema PEG1500
e fosfato de potassio em pH 7, nas concentragbes giobais de 17,5%peso e
17,5%peso respectivamente, o sistema foi escolhido por se tratar de um sistema
que além da disponibilidade de material, suas caracteristicas e propriedades ja
foram amplamente estudadas (RABELO,1999).
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4.2.1. Planejamento de Ensaios

Para a investigacdo da influéncia dos parametros de operagéo da micro-
coluna, foi utilizada a metodologia de planejamento fatorial, onde a definicdo de
cada ensaio & apresentada abaixo, e os efeitos e seus niveis estéo representados
na tabela 4.9.

Ensaio tipo E1

Relacao entre as vazles das fases leve e pesada(RV): 1,1
Frequéncia de puisa¢do das campanulas perfuradas(FP): 43 pulsos/min

Ensaio tipo E2

Relagéo entre as vazbes das fases leve e pesada: 1,1

Frequéncia de pulsa¢do das campanulas perfuradas: 33pulsos/min

Ensaio tipo E3

Relacao entre as vazbes das fases leve e pesada: 0,8
Frequéncia de pulsagdo das campanulas perfuradas: 33pulsos/min

Ensaio tipo E4

Relagdo entre as vaz0es das fases leve e pesada: 0,8

Frequéncia de pulsagio das campéanulas perfuradas: 43pulsos/min

-

A combinago, ou seja, o efeito combinado das variaveis é representado
pela Tabela 4.10.
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Tabela 4.10 - Descri¢ido dos niveis efeitos.

Efeito (=) {(+)
1 Razdo entre a vazao das fases 0,8 1,1
2 Frequéncia de pulso(Puiso/min) 33 43

4.2.2 Efeito da Razao entre as vazbes das fases (RV) e da Freqiiéncia da

pulsacdo (FP) das Campanulas na Porcentagem de Recuperagio de Proteina
Total com Bromelina P.A.

Para uma primeira investigagdo das influéncias dos pardmetros de
operagao da micro-coluna, foi utilizada Bromelina P.A. solubilizada na fase salina.
Este procedimento permite num primeiro momento, localizar condigGes mais
adequadas de operagdo da coluna e determinar faixas de variagdo das variaveis
independentes avaliadas nesse processo.

Pode se observar através da tabela 4.10, que o resultado mais significativo
é o da interacdo entre os efeitos, e que aumentando-se a razdo entre as fases, ou

aumentado-se a freqléncia de pulso ha um aumento na porcentagem de
recuperacao.
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Tabela 4.11 - Efeitos calculados para porcentagem de recuperacéo de
proteina total.

Efeito

Média 944
] 2.1

> 18

12 56
erro 1.1

4.2.3. Efeito da Razdo entre as vazdes das fases (RV) e da Freqiiéncia da
pulsacdo (FP) das Campéanulas na Recupera¢do de Proteina Total.

A necessidade de desenvolver sistemas mais econdmicos e aplicaveis em
processos de larga escala torna também a coluna de campanulas pulsadas uma
candidata com atrativos, quando se deseja estudar a sua capacidade de
recuperacdo de proteinas a partir de uma solugdo inicial. Assim fica claro a
importédncia de um estudo da influéncia das varidveis independentes na
recuperagao da proteina total.

A tabela 4.12 mostra os resultados encontrados para porcentagem de
recuperacado de proteina total nos ensaios realizados, sendo que o ensaio E4 ¢
realizado em ftriplicata, e o valor para este ensaio corresponde a média obtida na

triplicata.
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A tabela 4.13 apresenta o calculo do efeito de cada varidvel e do efeito
combinado de ambas na recuperagdo da proteina total.

Podemos observar na tabela 4.12 que os resultados encontrados para
recuperacdo da proteina a partir da solubilizagdo do precipitado do caldo de
abacaxi, apresentam resultado satisfatério para recuperagdo de proteina total,

60% em média.

Na tabela 4.13 observamos que o efeito mais significativo é a relagéo
entre as vazOes das fases leve e pesada, quanto maior esta relagdo, ou seja,
quanto maior a vazdo da fase leve, maior seré a recuperagdo de proteina, como
era esperado. Vemos também que o frequéncia de pulsagdo ndo € significativa
para a faixa de trabalho e que a combinagdo dos efeitos ndo & tambem tio
significativa.

Tabela 4.12 - Porcentagem de recuperagdo de proteina total

RV [FP |%Rec. PT

E3 0,8 {33 160,10 .

E4 0.8 43 |55,63

E2 1,1 |33 |66,50

E1 1,1 |43 [70,00

Média 60,06
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Tabela 4.13 - Calculo dos efeitos para recuperacéo da proteina total

Efeito

(1)RV 110,385

(2)FP 1-0,97
12 7,97
erro |6,01

4.2.4. Efeito da Razdo entre as vazdes das fases (RV) e da Freqiiéncia da

pulsag¢io (FP) das Campanuilas na Recuperagao da Atividade da Bromelina.

O efeito das variaveis independentes do equipamento na recuperagéo da
atividade enzimatica foi avaliado também pelos ensaios propostos no
planejamento experimental, em se tratando de enzimas, a porcentagem de
recuperagdo de atividade enzimatica nos apresenta a capacidade de seletividade
do sistema empregado na separa¢ao e recuperagao.

A tabela 4.14 mostra o resultados encontrados para porcentagem de
recuperacio de atividade enzimatica nos ensaios realizados, sendo que o ensaio
E4 é realizado em triplicata, e o valor para este ensaio corresponde a media obtida
na triplicata.

A tabela 4.15 apresenta o calculo do efeito de cada variavel e do efeito
combinado de ambas na recuperacdo da atividade.
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Podemos observar tabela 4.14 que os resultados encontrados para
recuperagdo da atividade a partir da solubilizagdo do precipitado do caldo de
abacaxi, apresentam excelentes resultado para recuperagdo de atividade
enzimatica, 0 que mostra uma grande eficiéncia do processo na recuperagio da

bromelina.

Na tabela 4.15 observamos que ambos os efeitos das variaveis
independentes séo significativos, e que o aumento da relagdo entre as vazdes das
fases leve e pesada, aumenta a recuperac¢do da bromelina. Mas na freqléncia de
puisacdo das campanulas esse é efeito é praticamente o dobro. Vemos que o

efeito combinado das variaveis nao ¢ significativo neste estudo.

Tabela 4.14 - Porcentagem de recuperagdo de atividade enzimatica

RV |FP |atividade

E3 0,8 {33 |38,62

E4 0.8 43 |59,72

E2 1,1 |33 (89,7

E1 1,1 |43 74,05

Média 57,99
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Tabela 4.15 - Calculo dos efeitos para recuperagéo de atividade enzimatica

Efeito

(HRV |17,755

(2)FP 135,55
12 -6,85
erro 9,06

4.2.5, Efeito da Razdo entre as vazGes das fases (RV) e da Freqiiéncia da
pulsagao (FP) das Campanulas no Coeficiente de Transferencia de Massa.

O estudo da transferéncia de massa no interior de colunas de extragao
liquido-liquido € de fundamental importancia para o conhecimento dos seus limites
de operagao.

Quando duas fases imisciveis estdo em contato na extragcdo em contra-
corrente, o tamanho e a quantidade de gotas que surgem na zona de contato sdo
governadas principalmente pela velocidade das fases e pela freqiiéncia do pulso
das campanulas, neste estudo pretendemos avaliar a influéncia de cada variavel
independente,

Uma baixa freqiéncia resulta em grandes gotas, proporcionando
pequenas areas interfaciais e baixa transferéncia de massa. Uma alta frequéncia
de pulso permite a formagdo de pequenas gotas esféricas, levando a altas taxas
de transferéncia de massa devido ao aumento da area interfacial (STRAND et al.,
1962).
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Tabela 4.16 - Coeficiente de transferéncia de massa

RV |FP [Ka(s")

E3 0,8 |33 |7.42E-03

E4 0,8 143 12,11E-04

E2 1,1 (33 |5,00E-04

E1 1,1 {43 [6,90E-04

Média 0,0022

A tabela 4.16 mostra os resultados encontrados para o coeficiente de
transferéncia de massa nos ensaios realizados, sendo que 0 ensaio E4 ¢ realizado

em triplicata, e o valor para este ensaio corresponde a média obtida na triplicata.

A tabela 4.17 apresenta o célculo do efeito de cada variavel e do efeito
combinado de ambas no coeficiente de transferencia de massa.

Podemos observar na tabela 4.16 que os resultados encontrados para
coeficiente de transferéncia de massa a partir da solubilizacéq do precipitado do
caldo de abacaxi, sdo compativeis em ordem de grandeza aos encontrados na

literatura para sistemas protéicos.

Na tabela 4.17 observamos que ambos os efeitos das variaveis
independentes ndo sao significativos, e qgue o aumento da relagao entre as vazbes
das fases leve e pesada, diminui o coeficiente de transferéncia de massa para
bromelina. Para a freqiéncia de pulsagdo das campénuias esse efeito € 0 mesmo.

Vemos que o efeito combinado das variaveis e significativo neste estudo.
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Tabela 4.17 - Calculo dos efeitos na transferéncia de massa

Efeito

(1)RV |-0,0032

(2)FP 1-0,007
12 0,0074
erro |0,0001

4.2.6. Efeito da Razdo entre as vazoes das fases (RV) e da Freqiiéncia da

puilsac¢ao (FP) das Campanulas no Numero de Unidades de Transferéncia.

O efeito das variaveis independentes do equipamento no namero de
unidades de transferéncia é avaliado pelos ensaios propostos no planejamento
experimental. No6s podemos calcular a altura de um extrator diferencial ou
equipamento de extracdo liquido-liquido continuo, pelo produto da “Altura de
unidades de transferéncia” ou AUT, que é uma medida de eficiéncia do
equipamento pelo chamado “Numero de Unidades de Transferéncia” ou NUT, que
€ uma medida da dificuldade da separagdo.

Nesta avaliagdo € possivel observar a influéncia direta destas variaveis de
operaca@o na separacdo, ou melhor, ter uma medida da dificuldade do separag&o
das enzimas proteoliticas dentro da coluna.
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Tabela 4.18 Numero de unidades de transferéncia

RV (FP NUT

E3 0,8 |33 (0,48

E4 0,8 143 10,37

E2 1,1 133 (1,02

E1 1,1 143 1,41

Média 0.82

A tabela 4.18 mostra os resultados encontrados para o numero de
unidades de transferéncia nos ensaios realizados, sendo que ¢ ensaio E4 &
realizado em triplicata, e o valor para este ensaio corresponde a média obtida na
triplicata.

A tabela 4.19 apresenta o calculo do efeito de cada variavel e do efeito

combinado de ambas no numero de unidades de transferéncia.

Podemos observar na tabela 4.18 que os resuitados, encontrados para
namero de unidades de transferéncia a partir da solubilizacdo do precipitado do
caldo de abacaxi, apresentam grande variagdo para numero de unidades de

transferéncia, que s@o compativeis com a geometria do equipamento.

Na tabela 4.19 observamos que os efeitos das varigveis independentes
sdo significativo, e que o aumento da relagdo entre as vazdes das fases leve e
pesada, aumenta o nimero de unidades de transferéncia. Para a freqiéncia de
pulsagdo das campéanulas esse é efeito € o mesmo. Vemos que o efeito

combinado das variaveis, também é significativo neste estudo.
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Tabela 4.19 - Calculo do efeitos no nlimero de unidades de transferéncia.

Efeito

(1)RV 0,79

(2)FP 10,28

12 0,50

erro |0,2222

4.2.7. Efeito da Razdo entre as vazdes das fases (RV) e da Freqiiéncia da
puisagdo (FP) das Campéanulas no "Hold Up” da Micro-Coluna.

Nos Ultimos anos, novos tipos de equipamentos de extragdo tem sido
desenvolvidos para se obter uma melhor flexibilidade operacional, entre os quais
se destaca as colunas com campéanuias pulsantes, j& que neste tipo de
equipamento, o contato entre as duas fases depende primeiramente da freqiiéncia
de pulso das campanulas. O ajuste desta variavel independente pode atingir as
condicGes mais favoraveis num processo de extragao.

Um parémetro muito importante para a caracterizagdo’ hidrodinamica de
um equipamento de extragdo consiste na fragéo retida de uma das fases, que esta
disponivel para transferéncia de massa dentro do equipamento, ou seja, o “hold
up”. Neste trabalho, o *hold up” se refere a frag8o retida da fase rica em PEG.
Significa portanto a relagdo volumeétrica entre a fase leve e o volume total Gtil do
equipamento.

O “hold up” é um parametro que depende do equipamento selecionado,

das condigbes operacionais empregadas e das propriedades fisicas das fases.
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Tabela 4.20 - Calculo do “hold up” na coluna.

RV [FP Hold-up

E3 0,8 |33 10,2100

E4 0,8 |43 {0,2418

E2 1,1 133 10,1700

E1 1,1 43 |0,2445

Média 0,2166

A tabela 4.20 mostra os resultados encontrados para 0 “hold up” da fase
leve nos ensaios realizados, sendo que o ensaio E4 é realizado em triplicata, e o

valor para este ensaio corresponde a meédia obtida na triplicata.

A tabela 4.21 apresenta o calculo do efeito de cada variavel e do efeito
combinado de ambas no “hold up” da fase leve.

Podemos observar na tabela 4.20 que os resultados encontrados para
“hold up” da fase leve a partir da solubilizacdo do precipitado do caldo de abacaxi,
apresentam um “hold up” da fase leve, na ordem de 20 a 25% do volume til do

equipamento.
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Tabela 4.21 Caicuio dos efeitos no “hold up”.

Efeito

(1)RV |-0,0187

(2)FP |0,1063

12 0.0427

erro 10,0027

Na tabela 4.21 observamos que os efeitos das variaveis independentes
sdo significativos, e que o efeito combinado também é significativo. A maior
contribuigao é o aumento da Frequéncia da pulsagdo, que aumenta o “hold up” da
fase leve. Para a razdo entre as fases esse € efeito & inverso, porém nota-se

claramente aqui a maior influéncia da frequéncia de pulsacgdo.
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5. CONCLUSAO E SUGESTOES

Este trabalho apresenta como proposta o desenvolvimento de um
processo de extragdo de Bromelina do abacaxi a partir do caldo precipitado, tendo
como base tecnoldgica principal a extrac8o liquido-liguido em uma coluna de

extragdo continua de campanulas pulsantes utilizando sistema bifasico aquoso.

Apresentamos neste trabalho também, um enfoque maior das condigdes
de operagdo do equipamento, bem como do estudo de parametros
importantissimos do ponto de vista do projeto de egquipamento, como a
transferéncia de massa em regime continuo, e a determinagdo do numero de

unidades de transferéncia para a coluna diferencial.

Os altos valores de recuperacdo de proteina total encontrados, 60% em
meédia nos ensaios realizados e principaimente de atividade enzimética, 58% em
média também, mostram um grande potencial a ser explorado ainda nesse
processo. O processo anterior & extracdo liquido-liquido de concentragéo do caldo
de abacaxi por precipitacdo com etanol, com certeza mostra-se eficiente e
potencializa o processo de recuperacgao da bromelina.

Pode-se verificar e comprovar a influéncia da razdo entre as fases
alimentadas na coluna, que sempre se apresenta como fator importante na
estimativa e projeto, bem como na determinacdo da eficiéncia das colunas de
extragdo. Um fator importante determinado neste trabaltho é a frequéncia de
pulsacdo das campanulas, apresentando sempre valores signiﬁ'cativos em relagao
ao erro experimental. Este parametro merece um estudo mais aprofundado em

trabalhos futuros, como por exempio em um aumento de escala do equipamento.

O equipamento utilizado neste trabalho mostrou-se bastante eficiente e
adequado ao frabalho com bioprodutos, bem como se mostrou altamente flexivel
em relacdo as condigdes de operacéo e de facil montagem.

Um trabalho de “scale-up” nesta coluna seria altamente interessante, ou

seja, aumentar a escala do equipamento e verificar suas possibilidades de
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operagdo em uma escala mais produtiva, bem como um estudo econdmico do
processo, visto que a matéria-prima da bromelina, o abacaxi, € uma fruta
abundante no nosso pais.

Um trabalho de modelagem, visando o estudo das condicdes de operagao
do equipamento, como do sistema aquoso, ou seja, estudo de massa molecular do
polimero ou concentragdo do sistema, que podem ser feitos com sistema
operando em continuo, seria de grande valia. Outra sugestao, € a inclusdo de um
estudo para alta purificacdo da bromelina, bem como a utilizagdo de métodos

cromatogréaficos na identificacdo da mesma.

O estudo do processo propostc neste trabalho mostrou-se altamente
atraente como um possivel e principaimente eficaz processo de recuperagédo e
purificagdo de Bromelina do abacaxi, chegando a 74% de recuperagdo de

atividade com frequéncia de 43 pulsos por min e razédo de 1,1 entre as fases.
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