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RESUMO

Os sistemas bifasicos aquosos tém sido largamente utilizados na pesquisa
bioquimica para a separacdo e purificagio de macromoléculas, células e particulas de
origem celular. Nos Gltimos anos, os sistemas bifasicos também tém encontrado aplicagbes
em diferentes dreas da biotecnologia, especialmente no que se refere a utilizagio de
sistemas alternativos de baixo custo, como o sistema constituido por polissacarideo da
goma do cajueiro (POLICAJU) ¢ polietileno glicol (PEG). O exsudato de Anacardium
occidentale L. consiste em um polissacarideo acido largamente encontrado no Nordeste
brasileiro, onde € empregado como substituto da goma arabica para uso farmacéutico. A
goma bruta foi coletada como exsudato natural de éarvores cultivadas no estado de
Pernambuco. Nodulos livres de cascas foram selecionados para o processo de isolamento
da goma via precipitacfio por etanol. Foram estabelecidos diagramas de fases para o sistema
polissacarideo da goma do cajueiro ¢ polietileno glicol 1500, 4000 ¢ 8000 nos pH’s 6,0, 7,0
e 8,0 para temperatura de 27 °C . Observou-se um deslocamento da binodal no sentido de
maiores concentragdes de polimeros com a diminuicdo do peso molecular do polietileno
glicol. A faixa de pH estudada, nfdo acarretou alteragSes significativas na binodal.
Diferentes "tie-lines” foram analisadas para a determinacdo do coeficiente de partigdio de
uma proteina modelo, a tripsina. A proteina se particionou predominantemente na fase
inferior rica em POLICAJU nas condi¢es experimentais testadas. O aumento do
comprimento da "tie-line" e do massa molar do polietileno glicol provocou, de modo geral,
a redugio do coeficiente de particiio da tripsina. O coeficiente de particdo ndo apresentou
um comportamento regular com a variagdo da faixa de pH estudada

Em processamento continuo, estudou-se o comportamento do sistema bifasico PEG-
POLICAJU em coluna de campénulas pulsantes. O sistema selecionado para a transferéncia
da tripsina da fase dispersa para a fase continua foi o sistema obtido no processo em
batelada: PEG 4000-POLICAJU

Os estudos preliminares de transferéncia de tripsina numa coluna de campénulas
pulsantes indicou que ocorreu uma recuperacdo de cerca de 40% de proteina na fase
POLICAJU. (Condigdes: niimero de campanulas: 2; pulsagio 1:3; velocidade de pulsacio:
2,0 mL/min).
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ABSTRACT

Aqueous two-phase systems have found widespread use in biochemical research for
separation and purification of macromolecules, cells and cell particles. In recent years the
aqueous two-phase systems have also found applications in various areas of biotechnology,
specially when utilising low-cost biphasic systems, as the new aqueous two-phase system
based on cashew-nut tree gum (POLICAJU) and poly(ethylene glycol) (PEG). The
exsudate gum from Anacardium occidentale L. is a branched acidic heteropolysaccharide
found in Brazilian north-western. It’s employed locally as a substitute for arabic gum in
pharmaceutical uses. Crude gum was collected as natural exsudate from cultivated trees in
Pernambuco state. Clear nodules free of bark were selected to be isolated via ethanol
precipitation. Phase diagrams were provided for POLICAJU and PEG molecular weight of
1500, 4000 and 8000 at pH 6,0, 7.0 and 8.0, for 25°C. It was observed a displacement of
the binodal for higher polymer concentrations when polyethylene glycol molecular weights
decreased. The pH range studied, did not promote significant alterations on the binodal.
Different tie-lines were analysed for partition coefficient determination of a model —protein,
trypsin. The protein partitioned almost in the bottom gum-rich phase for the experimental
conditions tested. The increase of the tie-line length promoted and PEG molecular weight
variation, in general, a decreased of the protein partition coefficient. The partition

coefficient did not show a regular tendency with the pH range studied.
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i- INTRODUCAO

Existe uma necessidade de técnicas efetivas, econbmicas e eficientes de bioseparagio
em grande escala que alcancem altos niveis de pureza e recuperagiio, mantendo a atividade
biolégica da molécula. Uma téenica de purificagio que redne estes critérios envolvidos na
partigio de biomoléculas entre duas ou mais fases imiscivels, pode ser alcangado com a
utilizacio de um sistema bifasico aquoso (DIAMOND & HSU, 1992).

O sistema aquoso multifasico tem sido um tépico de bastante interesse nos Gltimos
anos e foi primenro reportado na literatura por BEIJERINCK em 1896, observando o
fendmeno que surgia quando solucdes de gelatina e agar ou gelatina e armdo eram
misturadas, havia a formacdo de uma mistura tirbida que se separava em duas camadas
liquidas, sendo a camada inferior rica em agar {ou amido) e a superior rica em gelatina
(BEIJERINCK, 1896, 1910).

Nesta investigaco sistematica, DOBRY & BOYER-KAWENOKI (1947) estudaram
a miscibilidade de um grande niimero de pares de diferentes polimeros soliveis em solventes
orginicos. Experimentos com polimeros soliveis em agua indicaram o mesmo fenémeno da
separagio de fases (DOBRY, 1948).

Nas décadas de 40 e 50, CRAIG & CRAIG (1956) foram os pioneiros no uso de um
sistema bifisico aquoso/orginico para purificagio de proteina usando distnibuicio contra-
corrente. Entretanto, foi em 1955 que Per-Aka Albertsson descobriu que polietileno glicol
(PEG), fosfato de potassio e agua e PEG, dextrana e agua formavam duas fases
(ALBERTSSON, 1985). Os sistemas PEG/Dextrana e PEG/sal tem sido, desde entdio, os
sistemas bifasicos aquosos mais freqientemente investigados e utilizados para purificagio de
biomolécuias.

Sistemas bifisicos aquosos oferecem diferentes ambientes, fisico e gquimicamente
falando, que permitem a particic de solutos tais como proteinas, células, particulas de
origem celular e acidos nucléicos. As diferencas nas fases sdo pequenas, o que exclui o
tratamento severo oferecido pelo sistema de extragio tradicional. Por exemplo, as fases do
sistema PEG/Dextrana contém entre 80% a 99% de agua por peso, possuindo tensdo
interfacial extremamente baixa (da ordem de 107'N/cm), e proporcionando um ambiente
favoravel para materiais biologicos (ALBERTSSON, 1986). Estes sistemas sio muito mais
apropriados do que os sistemas primeiramente utilizados (solvente/agua, etanol/dgua) por
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CRAIG & CRAIG (1956). Tais sistemas tém alta tensio interfacial (da ordem de 10™ N/cm)
e fases orgimicas contendo somente 40 a 50% de agua. Essas condiches acarretam sérios
problemas, incluindo precipitagio, desnaturacio de proteinas e concentragio de materiais
biologicos exclusivamente na fase aquosa. Esses efeitos deletérios podem ser evitados
através do uso de sistema bifdsico aquoso polimero/polimero ou polimero/sal (DIAMOND
& HSU,1992).

Sistemas bifasicos aquosos com polimeros sdo extremamente tteis para a separagio
e analise de biomoléculas. Nas ultimas décadas, muitos pesquisadores tém aplicado esses
sistemas para separacio em escala laboratorial de proteinas, células, organelas celulares,
virus, fragmentos de membrana celular e outros materiais biolégicos. Varios pesquisadores
tém utilizado estes sistemas como um meio para determinar as propriedades superficiais das
biomoléculas, tais como carga e hidrofobicidade (ZASLAVSKY, 1995).

A extragdo com sistemas bifasicos aquosos pode ser economicamente cormpetitiva na
separacio de proteinas, células e componentes celulares. A grande vantagem destes sistemas
reside nos tempos de processamento reduzidos, elevadas capacidades volumétricas, e
facilidade de “scale-up” (KRONER et al., 1984).

Ulttmamente, a ampliagio da escala de laboratério para planta piloto
(PAPAMICHAEL et al, 1992}, a modelagem do processo de partigdo (KING et al., 1988;
GROBMANN et al, 1998, EITMAN, 1994) e o desenvolvimento de novos sisiemas
bifasicos (CHRISTIAN et al, 1998; VENANCIQ et al., 1993; 1995) tém sido enfatizados.

O exsudato do cajueiro, produzido pela Anacardium occidentale 1., planta nativa do
nordeste brasileiro, consiste num heteropolissacaridec ramificado (arabinogalactana acida)
exsudado naturalmente cu através de mcisdes do tronco € ramos da arvore como uma goma
ou resima (PAULA & RODRIGUES, 1995). Estudos preliminares indicam que o
polissacarideo apresenta caracteristicas atrativas para aplicagio como polimero constituinte
de sistermnas bifasicos aquosos.

Normalmente, os processos de extragio de particulas biologicas tém sido realizados
de modo descontinuo; recentemente, a utilizagio de processos continuos tem recebido
impulso com a exiragio continua em colunas operando em contracorrente, uma vez que o

processamento continuo apresenta inimeras vantagens como a automagdo do processo,



reducio no tempo de processamento e menor espaco fisico ocupado, uma vez que as
unidadesem continuo sio menos volumosas (KULA, 1990; BOLAND, 1990).

O interesse do emprego de SBA na extracio liquido-liquido reside na disponibilidade
de equipamentos ja desenvolvidos, cujo desempenho €, ao menos em parte, conhecido. No
entanto, o projeto destes eguipamentos tem por base estudos realizados em sistemas
tradicionais, enquanto que as pesguisas voltadas aos sistemas de interesse atuais se
concentram na escolba de solventes, na determinagiio do equilibrio de fases e dos
coeficientes de particio, evidenciando a necessidade do estudo operacional e de
transferéncia de massa para esta operacio unitiria, aplicada a bioseparagies.

Definiu-se, como objetivo deste trabatho, o estudo da aplicagio de um polimero
regional de baixo custo 4 técnicas de separagio bifasica aquosa. Pretendeu-se mostrar que os
dados compiados ao longo das Gltimas trés décadas, para sistemas bifasicos aquosos
formados por polimeros como a Dextrana, podem ser transpostos para sistemas formados
por polimeros alternativos.

Estudou-se ainda a implementagio desses sistemas em um equipamento de extracio
que opera continuamente e com escoamento em contracorrente. Para esta finalidade,
desenvolveu-se uma micro-coluna agitada por campénulas pulsantes. Visando promover
uma agitagio suave, para obtengdo de um maior contato entre as fases no interior da coluna,
evitando ao mesmo tempo a desnaturacio e perda das principais propriedades das proteinas,
devido a agitagdes muito fortes ou sistemas extratores muito agressivos. A avahagio do
desempenho operacional deste equipamento, foi realizada com base na sua caracterizago
hidrodindmica através do estudo da influéncia de varidveis geométricas e operacionais, tais
como velocidade de pulsaciio, velocidade da fase dispersa e niumero de campénulas sobre a
fragdo retida na fase dispersa, o coeficiente de transferéncia de massa e o indice de

recuperagdo.



2. OBJETIVOS

GERAL

Caracterizar e utilizar um novo sistema para partigio bifisica aquosa de biomoléculas
composto pelo sistema PEG4000/POLICATU, pH:6,0.

ESPECIFICOS

e Determinar os diagramas de fases dos sistemas bifasicos formados por combinacio
do Polietileno glicol com o polissacarideo do cajueiro (POLICAJU)

¢ Estudar a mfluéncia Da massa molar do Polietileno glicol e do pH nos diagramas de
fases do sistema em estudo

s Determinar o coeficiente de partigio de uma proteina modelo, a tripsina

e Estudar a influéneia da massa molar, do Polietileno glicol, comprimento da “tie-line”
e pH na particio.

e Estudar o comportamento do sistema para processamento em continuo através da
utilizagio de uma mucro-coluna com campanulas pulsantes e caracterizar
hidrodinamicamente © equipamento por manipulagio de varidveis geométricas e

operacionais.



3, REVISAO DA LITERATURA
3.1. EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

A maioria das técnicas de separagio utilizadas no processo bioquimico industrial
para a recuperagdo ¢ isolamento de enzimas, tais como filtracio e centrifugacio, sdo
altamente dependentes do tamanho da particula. Os processos de separagio solido-liquido
sfo, portanto, limitados quando células ou residuos celulares sio processadas. Por outro
lado, a crescente importincia das proteinas, da tecnologia do DNA recombinante de células
procaridticas e eucaribticas, tem levado ao desenvolvimento de novos e mais eficientes
métodos de separagio e purificacio. Técnicas de recuperagio de proteinas t8m sido
desenvolvidas baseadas na particio liqudo-liquido (KULA er al, 1982, CASTRO &
CABRAL, 1988). A extracdo liquido-liquido é um procedimento bem estabelecido em
processos quimicos industriais, incluindo algumas aplicagbes nas industrias de fermentagiio
tradicional, como por exemplo, a de antibiéticos (HATTON, 1985). Entretanto, o uso de
uma fase orginica tem tido uma aplicaciio limitada no processamento de bioprodutos
sensivels, como proteinas, acidos niicleicos e células, devido sua baixa solubilidade em
solvente orginico e o eferto desnaturante deste. Micelas reversas tém sido usadas na
tentativa de superar este problema da solubilizagio em 4gua e seu conteudo na fase orgéinica
usando surfactantes. Entretanto, a separaciio de fases também pode ocorrer quando
polimeros séo adicionados em uma soluc¢iio aquosa, como um resultado da incompatibilidade
entre os mesmos (ALBERTSSON, 1986). Quando as concentragdes dos polimeros excedem
um certo valor, duas fases aquosas s3o formadas, as quais sfo biocompativeis com as células

e preservam a fun¢do bioldgica de proteinas e dcidos nucleicos com acentuada estabilidade.

3.2. SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

Quando pares de polimeros soliiveis em 4gua ou um polimero solivel € um sal sdo
misturados com agua acima de concentragdes criticas, um sistema bifasico aguoso (SBA) ¢
formado. Uma extensa lista destes sistemas foi desenvolvida por ALBERTSSON (1986) ¢
pode ser analisada na TABELA 01. Os sistemas mais comumente usados sio Pohetilenc

glicol/Dextrana e Polietileno glicol/sais.



TABELA 01- Sistemas bifiisicos aquosos ¢ seus componentes

Sistema Polimero/Polimero

Polimero Polimero

Polipropileno glicol Metoxipolietileno glicol
Polietileno ghicol
Alcoal polivinlico
Polivinilpirrolidina
Hidroxipropi! dextrana

Polietino glicol. Alcool polivinilico
Polivinilpurolidina
Dextrana
Ficoll

Metilcelulose Hidroxipropil dextrana
Dextrana

Etithidroxietilcelulose Dextrana

Hidroxipropil dextrana Dextrana

Ficoll Dextrana

Sistema Polimero/Soluto de Baixo Peso Molecular

Polimero Soluto de Baixo Peso Molecular
Polipropileno glicol Fosfato de potassio

Glicose

Glicerol
Polietino glicol Fosfato de potassio
Metoxipolietileno glicol Fosfato de potassio
Polivinilpirrolidina Fosfato de potassio

Cada SBA pode ser caracterizado por um uUnico diagrama de fases, que contém a
composi¢o das fases em equilibrio para o sistema. Os dados fundamentais para qualquer
tipo de processo de extragio liqmdo-liquido sio as composigdes de equilibrio das fases. No



caso do SBA, um diagrama de fases € necessario para auxiliar o desenvolvimento de

modelos termodindmicos para sua predigio (DIAMOND & HSU, 1992).

3.2.1. Diagramas de Fases

Numa mistura de dois polimeros e igua, um sistema de duas fases se formari
somente quando os constituintes estio presentes em uma certa faixa de concentracbes. A
composigdo dos constituintes em cada fase separada pode ser representada por um diagrama
de fases. A FIGURA 01 mostra um diagrama para um sistema polimero P/polimero Q. A
concentragio do polimero P € plotada na abscissa e a concentragio do polimero Q na
ordenada; as concentragles sd0 expressas como percentagem (massa/massa). A linha curva
separando as duas areas ¢ chamada binodal Todas as misturas que tem composi¢des
representadas pelos pontos acima da binodal sgo pontos de duas fases e os pontos abaixo

representam uma soluciio homogénea (ZASLAVSKY, 1995).
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Polimero P % {p/p)
FIGURA 01- Diagrama de fases Polimero Q/Polimero P

Para descrever o SBA com mais detalhes, calculam-se as composigdes das duas fases
que estdo em equilibrio. composigdes das fases inferior € superior obtidas neste sistema
serfio entdo representada pelos pontos B e C, respectivamente. Ao mesmo tempo, o ponto A
representa a composigio total do sistema B e C. Pares de pontos como B e C sdio chamados

nos e a linha que os une é conhecida como linha de amarragio ("tie-line"), sendo o ponto
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critico {K), © ponto na binodal em gque os volumes e as composicdes das duas fases

teoricamente tornam-se iguais (ZASLAVSKY, 1995).

ALBERTSSON (1986) deduziu a expressio para a razio entre os volumes das fases
superior (s) e inferior (1):

Vi=4d.AC
Vi d; AB

No entanto, as densidades das duas fases ndo sfo muito diferentes da densidade da

dgua, portanto, a razio de volumes entre as duas fases pode ser obtida aproximadamente a
partir das distincias AB e AC da "tie-line",

3.2.2. Diagrama Termodindmico das Fases

Existem dois pontos de vista importantes na forca motriz da separagio de fases do
sistema bifasico aquoso polimero/polimero. De um lado tem sido utilizada a teoria
desenvolvida por FLORY (1941) e HUGGINS (1941) para descrever a termodindmica que
leva a separacio das fases. O caminho mais simples para discutir suas hipoteses é primerro
apresentado na expressdo geral da variagio da energia livre de Gibbs de mistura & presséo e

4 temperatura constantes:
AGqr = AHy, - TAS

onde AGy, AHn, ASy e T referem-se a variagio da energia livre de Gibbs de mistura, 3
variagio de entalpia de mistura, vanacic de entropia de mistura e temperatura,
respectivamente. Se AGy, € negativo, quando os dois polimeros sio misturados com agua, a
solucio serd homogénea. Se AGy é positivo, a separacio das fases ocorrerd. A teoria de
Flory-Huggmns sugere que se as concentragdes das solugOes de polimeros sio baixas, existira
apenas um pequeno ganho na entropia na mistura dos polimeros em agua. Entretanto, desde

que a cadeia do polimero tem uma area superficial muito maior do que os compostos de



baixo pesc molecular, as interacBes entre os segmentos das duas moléculas de polimeros,
que sio geralmente desfavoravess, levara a um AH, positivo que dominard o AGy da
expressio (FLORY, 1953). O AGn positivo resultara na separagdo das fases. Portanto,
pode-se concluir que pelo uso da teoria de Flory-Huggins, a agua nfio possui um papel
importante na separagio das fases, e sim apenas as interagdes dos polimeros.

Por outro lado, ZASLAVSKY e colaboradores (1989) 1ém defendido que a estrutura
da agua também deve ser considerada quando discutida a separagiio das fases. Suas razdes
sdo baseadas nas propriedades fisico-quimicas da 4gua (tempo de relaxamento dielétrico,
constante dielétrica, afimdade relativa da 4gua para o grupo CH; e polaridade total) nas
fases dos sistemas, as quais foram diferentes. Além disso, eles basearam-se no fato de que
alterando diferentes fatores (temperatura, solventes orginicos, sais morginicos) efeitos

similares s3o produzidos no comportamento do diagrama do SBA. O tinico ponto que esses
fatores tém em comum ¢ afetar a estrutura da dgua.

3.2.3. Fatores que Influenciam o0 Comportamento das Fases

O diagrama de fases pode ser influenciado por muitos fatores incluindo massa molar
do polimero, temperatura, fora 1dnica e pH, embora os efeitos e mecanismos pelo qual estes

influenciam a separacio das fases ndo estejam completamente elucidados (DIAMOND &
HSU, 1992). '

3.2.3.1. Massa Molar dos Polimeros

Na FIGURA 02 o efeito do peso molecular da dextrana no diagrama de fases
PEG/Dextrana € mostrado. Com o aumento do peso molecular da dextrana, necessita-se de
uma menor concentragdo deste polimero para ocorrer a separagio das fases. Em geral o
aumento do peso molecular diminui a concentraciio de polimero necessaria para separagio
das fases, e quanto maior a diferenca no peso molecular entre os dois polimeros mais
assimétrica € a binodal

(ZASLAVSKY, 1995).



Polietileno glicol % (p/p)
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FIGURA 02- Efeto do peso molecular da dextrana no diagrama de fases PEG
6000/Dextrana 1 D5 (PM = 3.400); 2 D17 (PM = 30.000); 3 D24 (PM =
40.500); 4 D37 (PM = 179.000); 5 D48 (PM = 460.000); 6 D68 ( PM=
2.200.000)

3.2.3.2. Hidrofobicidade do Polimero

Organizando-se as solu¢des de polimeros em uma escala de hidrofobicidade,
ALBERTSSON (1986) obteve a seguinte sequéncia: sulfato de dextrana <
carboximetildextrana < dextrana < hidroxipropildextrana < metilcelulose < dlcool polivinilico
< polietileno glicol < polipropileno glicol. Se todas essas solugbes contém principalmente
agua, elas deverdo cair em uma faixa estreita desta escala. O ponto principal € que temos um
niamero de liquidos imisciveis que estfio todos muito proximos uns dos outros. Isto significa
que as fases dos sistemas formados por estes solventes devem ser seletivas em separar
substincias que estejam proximas a elas na escala, com o mesmo conteado de agua como
solvente, como por exemplo, bioméleculas.

Um sistema bastante analisado para a diferenca da hidrofobicidade entre dois
polimeros € © poletileno glicoVhidroxipropildextrana. Foram testadas trés
hidroxipropildextranas de diferentes graus de substituicdo, nimero de grupos hidroxipropil,

com O peso molecular da mesma ordem de grandeza. O polietileno glicol forma duas fases
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com dextrana ou com a hidroxipropildextrana com menor grau de substituigio, mas nfio com
as outras duas hidroxipropildextranas com maiores conteidos de hidroxipropil Assim,
quanto maior o numero de grupos hidrofobicos na estrutura da dextrana, mais compativel
sera o polimero com o PEG. Usualmente pode-se correlacionar uma certa diferenca na
hidrofobicidade entre dois polimeros com suas tendéncias para separagio das fases, ou seja,
quanto maior é a diferenga de hidrofobicidade entre dois polimeros, menor a concentragio

de polimeros necessaria para separagdo das fases (ALBERTSSON, 1986).

3.2.3.3. Temperatura

O diagrama de fases do sisterna depende da temperatura. Entretanto, o efeito da
temperatura é muito diferente dependendo do tipo de polimero usado. Por exemplo, um
sistema PEG/fosfato de potassio (PEG/sal) formara duas fases mais facilmente em
temperaturas mais altas, ou seja, nestas condi¢des uma menor concentragio de polimero ou
sal serd necessaria para separacio das fases. Pelo contrario, o sistema PEG/Dextrana
(polimero/polimero) forma fases mais facilmente a temperaturas mais baixas, enquanto o
sistema metilcelulose/Dextrana ndo ¢ muito afetado pela temperatura (DIAMOND & HSU,
1992; ZASLAVSKY, 1995).

3.2.3.4. Tempo de Separacio das Fases

O tempo requerido para que as fases separem-se varia consideravelmente para
diferentes sistemas. Isto depende da diferenga na densidade entre as duas fases e suas
viscosidades, mas também do tempo necessirio para que, pequenas goticulas formadas
durante a agitagdo, coalescam em gotas maiores. Perto do ponto critico a diferenca da
densidade é pequena e o tempo de separagio ¢ grande. Longe do ponto ecritico, a
concentragio de polimeros e a viscosidade sfio altas, o que torna o tempo de separagio
também longo para estes sisternas. Assim, para composigOes intermedianias, o tempo de
separacio € menor (ALBERTSSON, 1986).

Em um dado sistema, o tempo de separagio também depende da relacio dos
volumes das duas fases se estes tém viscosidades diferentes. Se a fase mais viscosa é maior
em volume do que a outra fase, o tempo de separagio é maior do que se a fase mais viscosa
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tem um volume semelhante ou menor do que a outra fase. Os sistemas PEG/sal ¢
PEG/Dextrana tém um tempo de separacio pequeno (5-30 minutos) enquanto os sistemas
Ficoll/Dextrana ou Metilcelulose/Dextrana usualmente tém um tempo de separagio maior
(1-6 horas). Esses tempos dados sfio os necessdrios para o volume principal das fases
separar, ou seja, até que uma interface horizontal tenha sido formada. Usualmente pequenas

gotas das fases permanecem por um longo tempo, mesmo depois que a interface horizontal €
evidenciada (ALBERTSSON, 1986).

3.2.3.5. Adi¢do de sais

O eferto da adicio de sais no diagrama de fases varia com o sal adicionado e com o
sistema bifasico aquoso. Os sistemas contendo polimeros nio idnicos como o Polietileno
glicol e a Dextrana, praticamente ndo sdo afetados pela adigiio de barsas concentragdes de
sais univalentes (exemplo, o NaCl), que possuem coeficiente de partigio proximo a 1.
ZASLAVSKY e colaboradores (1986; 1987) demonstrargm que o aumento da concentracgio
de sais monovalentes (maiores que 0,1 M) em sistemas PEG-Dextrana altera a composi¢do
das fases sem provocar alteragdes significativas na binodal. Contudo, sais multivalentes
como fosfato e sulfato possuem preferéncia para a fase inferior rica em Dextrana, alterando
assim a composicio das fases e deslocando 2 binodal para a origerﬁ do diagrama de fases. O
efeito do tipo e concentragio de sais nos sistemas PEG-Dextrana, no entante, nio pode ser
generalizado para outros sistemas. Ja a separacio das fases em sistemas contendo polimeros
carregados € bastanie dependente da composi¢do 10nica. Quanto a adicdo de sais a sistemas
constituidos por polimero-sal , quanto maior a carga do dnion, mais baixa a concentracio de
sal necessaria para que ocorra a separacio das fases. Relativamente a0s cations, a tendéncia
para formar duas fases segue a ordem Na” > Mg®* > Zn*" > Li" . Contudo, a contribuigio do
4nion para a eficicia de um determinado sal em promover a separagio das fases é muito

mais importante do que a contribuigio do cation (ALBERTSSON, 1986; DIAMOND &
HSU, 1992}
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323.6. pH

O efeitc do pH na separacio das fases foi estudado por HUDDLESTON e
colaboradores (1991) para o sistema PEG-fosfato de potassio. Observou-se que o aumento

do pH de 6,0 para 9,2 deslocou a binodal no sentido de menores concentragdes de polimero
e sal

3.2.4- Propriedades Fisico-Quimicas das Fases

O comportamento do SBA depende das propriedades fisico-quimicas das fases.

3.2.4.1. Viscosidade

O aumento do peso molecular dos polimeros aumenta a viscosidade, porém, menores
concentragdes de polimeros com peso molecular maiores sfio requeridas para separagio das
fases. Como a wiscosidade da solugio do polimero ¢é fortemente dependente da
concentragio, a viscosidade de uma das fases pode ser reduzida pelo uso de uma fragio de
maior peso molecular. As fases formadas nfo sio sempre liquidas. Dependendo do tipo do
polimero usado, uma fase pode ser altamente viscosa ou formar um gel Dextrana forma
sisternas com fase liquida com PEG com peso molecular acima de 1000. Quando PEG's de

peso molecular menores sdo utilizados, a dextrana forma uma fase sdhda ou gel
(ALBERTSSON, 1986).

3.2.4.2. Densidade das Fases

Devido ao alto contetido em agua, a densidade das fases é proxima a 1. A diferenga
de densidade entire as fases neste sistema é também pequena, sendo no entanto maior em
sistemas PEG/fosfato (0,04 - 0,1) do que em sistemas PEG/Dextrana (0,02 - 0,07} (KULA,
1985).
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3.2.4.3. Tensdo Interfacial

A tenso interfacial entre as duas fases € muito pequena. Na menor concentragio dos
polimeros, que € a composigio proxima do ponto critico, a tenséo interfacial € menor. Esta
baixa tensdo interfacial minimiza a desnaturagiio de biomoléculas que ficam na interface,
preservando a sua atividade bioldgica. A tensdo interfacial é mais elevada em sistemas

PEG/sal do que em sistema PEG/Dextrana (KULA, 1985).

3.2.4.4. Pressdo Osmotica

A pressdo osmotica das fases € pequena devido aos elevados pesos moleculares dos -
polimeros formadores das fases. Quando as fases estio em equilibrio, a pressiio osmética é 2
mesma para ambas. Em elevadas concentragBes dos polimeros, a pressio osmotica €
independente do peso molecular (ALBERTSSON, 1986).

3.3. PARTICAQ DE BIOMOLECULAS EM SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

A distribuicio das substincias solfiveis como proteinas e acidos nucleicos entre as
fases do sistema bifasico aquoso € caracterizada pelo coeficiente de partigiio, que € definido
pela equacéo

K=
G

Onde C, e C; sio as concentracdes de equilibrioc dos compostos particionados nas fases
superior ¢ inferior, respectivamente. O coeficiente de particiio das enzimas € constante para
um dado sistema em uma estreita faixa de concentragio, ndo contemplando a associacio ou

dissociacio de proteinas oligoméricas presentes em uma das fases (CABRAL & AIRES-
BARROS, 1993).
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Formalmente, pode-se escrever o logaritimo do coeficiente de partigio em varios

fatores separadamente:
InK=mnK’+hKq+ In Kugs + It Kpiosp + I Kiamanho + 11t Keonr

onde el, hfob, biosp, tamanho e conf significam as contribui¢bes eletroquimica, hdrofébica,
bioespecifica, tamanho e conformacional para o coeficiente de particio, das propriedades
estruturais e condiges ambientais do sistema e In de K° inclui outros fatores. Portanto, o

coeficiente de particio da proteina pode também ser expresso como (DIAMOND & HSU,
1992):

In K= In Kampicnre + I Kessrutura

A reprodutibilidade do K € normalmente na faixa de +5% para qualquer volume
analisado (KULA ef al., 1982).

Devido a capacidade da interface adsorver materiais biologicos, ela pode
desempenhar um papel mportante na particio entre as duas fases do sistema. No estudo da
particBo de particulas em suspensdo, como células e organelas celulares, tem que ser
consideradas trés regides de particio: a fase superior, a interface e a fase mfenior, pois a
terface adsorve quantidades significativas do biomaternial O mesmo, normalmente, ndo
ocorre para a particio de substincias soliveis {ALBERTSSON, 1986).

A particio entre as duas fases depende de muitos fatores. Isto € esperado desde que
as interagdes entre a substincia particionada e os componentes de cada fase é um fenémeno
complexo envolvendo pontes de hidrogénio, interagio de carga, for¢a de van der Waals,
interacBes hidrofobicas e efeitos estéreos. Deste modo, a partigo depende do peso
molecular e propriedades quimicas das moléculas ou particulas particionadas. Para
particulas, a particio ¢ principalmente em fungiio dos grupos expostos na superficie que
ficam em contato com os componentes das fases. Qualquer molécula acumular na fase onde
o nimero maximo de interacdes € possivel € um conteiido mimmo de energia do sistema é
alcangado (KULA et al., 1982).

Os diferentes fatores que determunam a partigico podem ser explorados
separadamente ou em combinagio para alcancar uma separagio efetiva. Pode-se também
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amphar alguns desses fatores que dominam o comportamento da partigho. Com respeito as
substdncias particionadas varios tipos de fatores que interferem na partigio podem ser
distinguidos (ALBERTSSON, 1986):

1. Particio dependente do tamanho: tamanho da molécula ou da area da superficie das
particulas € o fator dominante.

2. Eletroguimico: o potencial elétrico entre as fases é usado para separar moléculas ou
particulas de acordo com suas cargas.

3. Afinidade hidrofobica: propriedades hidrofobicas das fases do sistema € usada para
separagio de acordo com a hidrofobicidade das moléculas ou particulas.

4, Afinidade bioespecifica: a afinidade entre sitios nas moléculas ou particulas e ligantes
presentes nos polimeros das fases ¢ usado para separacio.

5. Dependéncia conformacional: comformacio das moléculas e particulas é o fator
determinarte.

6. Quiral: formas enanciomeéricas sio separadas.

Os fatores que determinam a particdo podem ser estudados pela diferenca na
particio, ou seja, a partigio pode ser comparada para dois sistemas bifasicos aquosos que
difiram em apenas um pardametro. O primeiro sistema (sistema de referéncia) dard um certo
coeficiente de particio K;. O segundo SBA é idéntico ao sistema de referéncia, exceto por
um pardmetro, por exemplo, o potencial elétrico interfacial, nimero dos grupos hidrofébicos
ou ligantes bioespecificos. O coeficiente de particdo nesta fase serd K,. A diferenca (Alog K
= log K; ~ log K;) deve refletir o efeito do pardmetro na particio. Assim, se a composigdo
ibnica ¢ alterada, e entdio o potencial eléirico, o A log K dard a informacio na carga
superficial do biomaterial se a mudanca no potencial for conhecida. Por este método pode-se

compreender as propriedades da superficie das particulas ou moléculas (ALBERTSSON,
1986).

3.3.1- Fatores que Afetam a Particio de Biomoléculas
3.3.1.1- Concentracdo dos Polimeros
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Proximo ao ponto critico do sistema, moléculas como proteinas se particionam quase
igualmente entre as fases. Se a concentragio do polimero é aumentada, ou sej, a
composigdo das fases do sistema desvia mais do ponto critico, a particio da proteina tera
preferéncia por uma das fases. Existem excegbes a esta regra, como por exemplo, o
coeficiente de particio pode primeiro aumentar com o aumemto da concentragio do
polimero, passar por um maximo, e entio diminuir (DIAMOND & HSU, 1992).

No caso de particulas celulares, isto favorecera completamente a fase superior ou
inferior quando o sistema esta prOximo ao ponto critico, ou seja, ndo existe adsorgiio na
interface. Quando a concentragdo de polimero € aumentada as particulas tendem a ser mais
absorvidas na interface. Assim, se as particulas estio na fase superior proximo ao ponto
critico, elas serfio removidas desta fase para interface e as vezes da fase inferior quando a
concentracio do polimero é aumentada. Dependendo das propriedades da superficie das
particulas elas serio removidas seletivamente para fase de cima. Quanto mais distante do

ponto critico, maior a concentragio dos polimeros e maior a tensio interfacial
{ALBERTSSON, 1986).

3.3.1.2. Massa Molar do Polimero

A particio serd favorecida pela fase contendo o polimero com menor peso
molecular, ou seja, a substincia particionada serd mais atraida pelo polimero de menor
molécula e mais repelida pelo polimero de maior massa molar, desde que todos os outros
fatores como, concentracio do polimero, composigio dos sais, temperatura e assun por
diante, sejam mantidos constantes. Pequenas moléculas tal como aminoécidos ou pequenas
proteinas ndio sfo muito afetadas como moléculas de proteinas maiores (CABRAL &
AIRES-BARROS, 1993).

3.3.1.3. Massa Molar da Substincig Particionada

Quanto maior o tamanho da molécula, maior é a superficie exposta que pode

interagir com os componentes das fases. A equagio de Brénsted descreve quahtativamente a



particio da molécula em fungiio de sua massa molar e o fator A, que é um valor

desconhecido. (BRONSTED, 1931; BRONSTED & WARMING, 1931):

K,,_,ze(?\.M/k'D

onde K ¢ o coeficiente de particio; A é um parimetro que caracteriza as fases do sistema e
as interactes com o composto de interesse; M € a massa molar; k a constante de Boltzmann
e T a temperatura absoluta.

Geralmente, para substincias de baixa massa molar, tal como sais norginicos,
acticares, ammoacidos e nucleotideos, a partigio é quase igual entre as duas fases, ou seja, o
valor do coeficiente de particio € aproximadamente 1. Entretanto, o valor do coeficiente de
particio de algumas destas substincias pode-se desviar consideravelmente de 1, como
mostrado pelo estudo de JOHANSSON (1970).

Sulfatos e fosfatos possuem valores de K significativamente menores do que 1.
Acidos polibasicos, tais como, fosférico, citrico e oxalico, tém K maiores que 1, enquanto
seus sais tém K menores do que 1. No caso do fosfato, o K diminui com o aumento da carga
do ion fosfato. Entre os compostos aromaticos, a piridina tem um K em torno de 1,
enquanto fenol e naftol tem K muito maior do que 1. E clare que, embora, a maioria das
substincias de baixa massa molar distribuam-se praticamente de forma igual entre as fases,

existern muitas excegdes que ndo obedecem esta regra (ALBERTSSON, 1986).

3.3.1.4. Adigdo de sais

A adicBio de sais, mesmo em concentracdes mmlimolares, influencia fortemente a
particio de materiais carregados eletricamente. Embora os sais se distribuam quase que
igualmente entre as fases, existem pequenas mas significantes diferencas nos coeficientes de
particio de diferentes sais, o que significa que diferentes ions possuem diferentes afinidades
pelas fases, criando uma diferenca de potencial elétrico entre as fases, que por sua vez
direciona a particio de materiais biolégicos carregados. Mesmo em SBA formados por dois
polimeros sem carga, caso do sistema PEG-Dextrana, alguns jons mostram diferentes
afimdades para as fases. A influéncia de diferentes sais na partigio de proteinas a baixas
concentragdbes foi estudada no sistema PEG-Dextrana (ALBERTSSON, 1986). Para
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proteinas carregadas negativamente, os cations diminuem o coeficiente de partigio na ordem
Li" < NHy < Na'< Cs" <K' e os 4nions monovalentes na ordem F< CI'< Br< I. Os &nions
bivalentes diminuem o coeficiente de partigio na ordem HPO < SO, O efeito é oposto
para proteinas carregadas positivamente. Assim, para se obter um elevado coeficiente de
partigo para proteinas carregadas negativamente, deve-se usar monohidrogeno fosfato de
sodio ou litio. Por outro lado, para se obter um menor coeficiente de partigio, deve-se usar
cloreto ou brometo de potassio. Uma vez que a carga na maioria dos materiais bioldgicos €
dependente do pH, a escotha deste e de um sal pode constituir um modo efetivo de ajuste da
particio (WALTER & JOHANSSON, 1986). A dependéncia do coeficiente de particio para
concentragdes elevadas de sais no sistema PEG-Dextrana também foi explorada por
ALBERTSSON (1986) para o NaCL A forcas idnicas mais elevadas (> 1,0 M), a partigéo de
proteinas é fortemente influenciada pela concentracio do sal O aumento do coeficiente de
partigio com o aumento da concentragio de NaCl pode ser atribuido a um aumento das
interagdes hidrofébicas com o Polietileno glicol ou a efertos do "salting-out”. Apesar do
Polietileno glicol ser hidrofilico, suas interagdes com os dominios hidrofobicos das proteinas
podem aumentar para concentragdes elevadas de sal Este efeito é muito comum em partigio
de proteinas, sendo observado principalmente em sistemas de PEG-Dextrana com NaCl

Em sistemas polimero-sal, a particio de material biologico é fortemente influenciada
pela concentragio do sal, o que pode ser atribuido a efettos de "salting-out" (KULA et al,,
1982). Em sistemas de PEG-Sal, um aumento do.comprimento da "tie-lne" promove a
transferéncia das proteinas da fase rica em sal para a fase rica em PEG ou, caso a
solubilidade das proteinas nesta fase nfo seja suficientemente elevada, hi a precipitagio
destas na interface.

3.3.1.5. Interacbes Hidrofébicas

O efeito elétrico pode ser anulado a partir da escolha de uma composigio de sal
desejavel para o SBA, de modo que, a diferenca do potencial elétrico entre as fases torne-se
zero. Conseqilentemente, outros fatores determinantes da particio tornam-se mais
importantes, tais como propriedades hidrofobicas-hudrofilicas das superficies das particulas
(ZASLAVSKY, 1995).

19



O efeito hidrofébico pode ser aumentado por ligagBes covalentes de grupos
hidrofobicos a um dos polimeros, dependendo do tamanho do grupo hidrofdbico ligado ao
polimero e do nimero e forga das ligagdes das regides hidrofobicas da molécula da proteina.
(SHANBHAG & JOHANSSON, 1974; SHANBHAG & AXELSSON, 1975). Se a proteina,
por exemplo, contém superficie ou regides com grupos ligantes hidrofobicos, seu coeficiente
de partigio serd alterado. Assim, a chamada particio por afinidade hidrofobica pode ser
usada para caracterizar as propriedades das proteinas ou particulas de células e também para

a separagio de moléculas ou particulas de diferentes hidrofobicidade (ALBERTSSON,
1986).

3.3.1.6. Afinidade Bioespecifica

A particBo por afimdade bioespecifica foi introduzida por SHANBHAG &
JOHANSSON (1974), que demonstraram que a albumina de soro humano pode ser
seletivamente extraida do plasma pelo PEG-palmitato, no sistema PEG/Dextrana. Ligantes
bioespecificos acoplados a um dos polimeros podem mfluenciar fortemente a particio de
moléculas ou particulas que tenham afinidade pelo hgante Esta influéncia varia com o
niimero de sitios presentes nas moléculas e particulas que possam ser ligados e do nimero

de ligantes acoplados ao polimero.
3.3.1.7. Confarmagio da Biomolécula

Sistemas bifisicos aquosos com potencial interfacial zero podem ser obtidos pela
escolha de um sal desejavel ou mistura de sais. A partico de proteinas em tais sistemas seria
independente da carga liquida da proteina, ou seja, independente do pH. Algumas proteinas
também apresentam um coeficiente de partigfo constante sob uma grande faixa de pH no
SBA com potencial interfacial zero (JOHANSSON & HARTMAN, 1974). Outras proteinas
apresentam mudangas em certos mtervalos de pH Em alguns casos, isto ocorre quando a
proteina soffe uma alteragio conformacional, tal como no caso da albumina sérica em pH
baixo, ou quando moléculas de proteinas formam dimeros, como com a lisozima. Para tais
protetnas, o K° ndo é independente do pH e a particio em sistemas com potencial interfacial
zero seria entdo usada para detectar mudancas na conformacio, quando, por exemplo,
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grupos previamentes escondidos sdo expostos na superficie da proteina, ou no estudo do

fendmeno assoctacio-dissociagio entre as proteinas (ALBERTSSON, 1986)

3.3.1.8. Quiralidade da molécula

Formas enancioméricas de moléculas devem se particionar diferentemente em um
SBA contendo componentes opticamente ativos. Os polimeros Dextrana, Ficoll, amido e
celulose sdo todos opticamente ativos e devem distinguir as formas D e L das moléculas.
Também, uma proteina higada que possa selecionar as formas D ou L e ser enriquecida em

uma das fases pode ser usada para particio quiral. D e L triptofano foram separados pelo
SBA contendo albumina de soro (EKBERG er al., 1985).

3.3.1.9 Temperatura

A temperatura é um fator importante na partigio. O diagrama de fases depende da
temperatura, particularmente proximo do ponto critico, onde uma pequena alteragiio na
temperatura terd uma influéncia consideravel na composigio dos polimeros e também na
particio da substincia no SBA. A temperatura tem menor influéncia na particio a valores

mais distantes do ponto critico {(CABRAL & AIRES-BARROS, 1993).
3.3.2. Termodindmica da particio

O banco de dados para SBA € pobre no que se refere a selec@o e concentragio de
sais adicionados, pH, temperatura e peso molecular dos polimeros adequados para se obter
um fator de purificacfo satisfatorio. Adicionalmente, estas condicdes devem ser ajustadas ao
tipo de biomolécula a ser particionada. Assim € fundamental estabelecer métodos que
possibilitem a predigio do comportamento das varidveis do sistemna, para tornar o processo
de purificagio comercialmente viavel.

Varios modelos tedricos que descrevem as propriedades termodindmicas de SBA e a
particBo de proteinas nestes sistemas tém sido propostos. DIAMOND & HSU (1989)
utilizaram uma forma modificada da teoria de FLORY-HUGGINS (1941) para correlacionar
a partigho de proteinas em sistemas PEG-Dextrana. KING e colaboradores (1988)
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modelaram com sucesso a partigio de proteinas em sistemas PEG-Dextrana, na presenca de
sais, usando um modelo termodinfmico-molecular baseado na equagio do virial Além
destes, varios outros modelos tedricos e experimentais t€m sido desenvolvidos por
pesquisadores em todo mundo (EITMANN & GAINER, 1992; GROBMANN & GAINER,
1988; GROBMANN et al , 1998; LIN et al., 1999; TINTINGER et al, 1997).

De fato, estes modelos faciltam o desenvolvimento dos fundamentos
termodindmicos para SBA (KULA, 1990). No entanto, muitos deles sfo limitados nfio sé
devido 3 dificuldade em se determinar seus parmetros, mas também pelo fato de que o
grande nimero de pardmetros e sua variacdio com a composigio do sistema requerem um
elevado nimero de experimentos mdependentes (BASKIR et al., 1989). Conseqiientemente,
o banco de dados de métodos capazes de correlacionar e predizer 0 comportamento de

particio de materiass biologicos em SBA estd longe de se tornar adequado para aplicagBes

industriais.
3.4. APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

Uma das caracteristicas atrativas da extragio Hquido-liquido € a facilidade de "scale-
up". Isto deve-se ao fato de que o coeficiente de particdo para substincias soliveis em
muitos casos € independente do volume total das fases do sistema, da razio de volume e da
concentragic da substncia a ser particionada para uma larga faixa de concentragio. O
comportamento da partigio em larga escala para o SBA pode entdo ser pré-defimdo com
grande exatidio em experimentos laboratoriais conduzidos em pequenos tubos testes. Desta

forma, a mistura e o rapido equilibrio de fases sdo facilmente alcangados, requerendo

relativamente pouca energia (ALBERTSSON, 1986).
3.4.1. Concentraciio

Muitas substincias de interesse biotecnolégico estic disponivels em solugdes
diluidas ou em suspensdes, como culturas liquidas de bactérias, algas ou virus ou um extrato
enzimatico. O micio do processo de isolamento e purificagio, nestes casos, € realizado a

partir de grandes volumes, sendo necessario um primeiro passo de concentragio do material
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que pode ser obtido a partir da utilizacio de um SBA. Um SBA pode levar a uma
concentragio efetiva desde que possa ser selecionado de tal maneira que a maioria das
substincias desejadas sejam transferidas para a fase com menor volume, quando comparada
a solugio original No entanto, varias impurezas podem estar presentes juntamente com o
produto desejado, o que nio € adequado. Por outro lado, varios passos de purificagio
podem ser realizados a fim de se obter o produto desejado livre de contaminantes
(CABRAL & AIRES-BARROS, 1993).

3.4.2. Purificaciio de Biomoléculas em Larga Escala

A vpartigio pelo sistema bifdsico aquoso tem as seguintes vantagens para a
purificagio de biomoléculas em larga escala (ALBERTSON, 1986):

1. O "scale-up" pode seguramente ser alcangado a partir de experimentos de laboratério.

2. Rapida transferéncia de massa e equilibrio sio alcancados, através de uma pequena
quantidade de energia na forma de mistura mecinica. Geralmente, o equilibric entre as
fases ¢ alcancado rapidamente, em segundos, pela agitacio do SBA. Provavelmente

devido a baixa tensfo interfacial, que permite uma dispersdo muito fina de uma fase na

outra, mesmo com agitacio suave.

3. Pode ser desenvolvido como um processo continuo.

4. Os polimeros estabilizam as enzimas. Nenhum sinal de desnaturagio ou perda na
atividade bioldgica, tal como atividade enziméatica, tem sido observado depois do
experimento de partigio em SBA polimero/polimero, quando a particBo é realizada em
pH e concentragdo de sal adequados. Os polimeros usados sfo polissacarideos ou polidis
que sdo conhecidos por estabilizar certas enzimas.

5. A separacdo pode ser seletiva e rapida.

6. A rapida separacio permite a utilizagio da temperatura ambiente, ao invés de baixas
temperaturas, tendo um menor custo de investimento.

7. E mais econbmico do que outros métodos de purificagio.
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3.4.3. Bioconversiae

Sistemas bifasicos aquosos podem ser usados para a produgiio e purificacio
simultinea de bioprodutos usando enzimas ou microrganismos. O biocatalisador (enzima ou
suspensdo celular) € confinado em uma das fases junto com o substrato enguanto o produto
se particiona para a outra fase. O produto pode ser removido por repetidos passos de
particdo ou pelo procedimento de extragfio continua (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993).
Além de sistemas utilizando células animais, como células de hibridoma de rato para
produciio de antibidtico em sistema PEG/Dextrana (ZIILSTRA et al, 1996), células
vegetais, como de células de raizes de Tagetes patula também foram usadas para produgio
de metabélitos secundarios (BUITELAAR et al., 1992).

A extragic pode ser usada para remover o produto da reacio enzima-substrato,
favorecendo a purificaciio, e também com o propésito de aumentar a velocidade de reacio
se a enzima for inibida pelo produto, como freqilentemente acontece (CABRAL & AIRES-
BARROQOS, 1993). Na TABELA 02 encontram-se alguns exemplos de bioconversio

utilizando enzimas e microrganismos.
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TABELA 02- Bioconversio extrativa utilizando enzimas e microrganismos como

catalisadores em

sistemas bifasicos aquosos

Enzima Conversio Sistema Referéncia
Penicilina G acilase  D(-) PG metil éster -  PEG/Dextrana HERNANDEZ-JUSTIZ ¢
cefalexing (antibidtico)y PEG/(NHs)S0; al., 1998
a-amilase Hidrolise do amido PEG/Dextrana KONDOQ et al., 1994
e papaina e hemoglobina
o-quimotripsina e Protedlise da caseina PEG/Dextrana MUKATAKA etal., 1992
tripsina
B-galactosidases Lactose ~» glicose PEG/Reppal PES CHEN & WANG, 1991
PEG/sais
B-galactosidase Lactose — glicose PEG/pullulana NGUYEN ef al. 1988
Microrganismo Produgio Sistema Referéncia
Escherichia coli Produgfio das proteinas  PEG/Dextrana  UMAKOSHI ef al., 1996
termoresistentes
Serratia marcescens Quitinase PEG/Dextrana CHEN & LEE, 1995
Bacillus a-amilase PEG/Dextrana  PARK & WANG, 1991
amyloliquefaciens
Bacillus licheniformis Protease alcalina PEG/Dextrana LEE & CHANG, 1990

3.5. SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS MATS ESTUDADOS

Existe uyma grande variedade de polimeros hidrofilicos, naturais ou sintéticos,

capazes de gerar a separagfo de fases ao se misturarem com um segundo polimero ou com

um soluto de baixo peso molecular, como um sal.

Em principio, todos os tipos de SBA podem ser empregados na separacio de

biomoléculas. No entanto, quando se considera 0 aumento de escala onde critérios como

custo, quantidade de reagentes, tempo de separagio das fases e reciclagem dos componentes
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ndo podem ser desconsiderados, o nlimero de sistemas capazes de conjugar os requisitos
necessirios é bastante reduzido.

Um dos fatores chave na aplicagio em grande escala da particio bifasica aquosa
reside na selegio do SBA 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,
1994).

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

O Polietileno glicol é o polimero padriio para os sistemas bifasicos aquoses. A
utilizaciio do PEG toma-se vantajosa devido ao baixo custo do polimero e as propriedades
fisicas e quimicas favoraveis. Por outro lado, a Dextrana apresenta um inconvemente: 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 quimica (HARRIS &
YALPANI, 1985). Estas técnicas de obtencdo direta da Dextrana ndo sdo, no preserme,
competitivas pois quase todas as preparagdes comerciais sio obtidas pela via fermentativa, e
esta, por sua vez, representa um elevado custo.

Para combater a falta de competitividade econdmica dos sistemas bifasicos
constituidos por PEG e Dextrana tem-se recorrido quase que exclusivamente a sistemas
PEG-Sais. Os mais empregados na aplicacio em grande escala destas técnicas de purificacfio
s¥o os sistemas PEG-fosfato ¢ PEG-sulfato (BOLAND et al.,1991; KULA et al, 1982;
PAPAMICHAEL et al., 1992).

Estudos comparativos sobre a aplicacio de varias técnicas de purificagio mostram que estes
sistemas podem competir com outros métodos de purificacio.

Sistemas bifasicos PEG-Sais apresentam, no entanto, alguns problemas que limitam
sua aplicabilidade. Estes sistemas formam-se com elevadas concentragdes de sal em ambas
as fases, normalmente superiores a 1 molar, 0 que pode causar a desnaturacio de estruturas
biologicas (LIN et ai, 1996; KULA et al, 1989). Estes sistemas apresentam amda o
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inconveniente de adicionarem elevadas concentragdes de fosfatos e sulfatos aos efluentes
industriais. Para superar este problema, estudos com o sistema PEG-Citrato t8m sido
efetuados para a substituiciio dos sistemas anteriores (VENANCIO, 1996).

Qutro forma de evitar 0 mconveniente do elevado custo associado ao sistema PEG-
Dextrana reside na utilizagio de polimeros alternativos. Nos ultimos anos, devido a
necessidade de desenvolvimento de novos sistemas, um elevado ntimero de polimeros tem

sido testado com vistas a aplicagiio em sistemas bifdsicos aquosos.

3.6. SISTEMAS BIFASICQOS ALTERNATIVOS

Um amplo espectro de polimeros tem sido testado para a obtengio de sistemas
bifasicos aquosos. Para o campo da pesquisa, a maioria dos sistemas sdo aceitos, mas
quando sdo extrapolados para a escala mdustrial, outros critérios devem ser avaliados. O
custo do polimero, o tempo da separagfio das fases, a quantidade necessaria para formacfo
do sistema bifisico, e a possibihdade do reciclo do polimero, sfo fatores de grande
importancia (MATTIASSON & LING, 1987).

Apesar do sistema PEG/Dextrana ser classico, a dextrana é extremamente cara para
ser utilizada industrialmente devido ao seu elevado custo de purificacio (NILSSON et al,
1987), exceto para alguns casos raros, quando produzem-se compostos de alto wvalor
agregado. Como alternativa tem-se proposto o uso da dextrana nfo purificada. Com este
recurso pretende-se manter as propriedades de particio do sistema reduzindo
substancialmente o custo associado a aplicacgio em grande escala. No entanto, estes sistemas
possuem alta viscosidade e conseqiientemente uma lenta separagio (KRONER et al., 1982).

Em muitos casos, a eficiéncia do uso de sais como componentes da fase inferior tem
sido testada. O sistema PEG/sulfato de potassio foi usado para o isolamento de enzimas em
larga escala (HUSTEDT et al, 1983). Os sistemas PEG/sais possuem a vantagem dos
componentes serem relativamente baratos, embora nio sejam adequados para a partigio por
afinidade, devido a sua elevada forga idmca e pela possibilidade de desnaturacdo de materias
com atividade biclogica. Além destes sistemas apresentarem o inconveniente de adicionarem

elevadas concentragdes de sais, como fosfatos e sulfatos, nos efluentes industriais.
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De acordo com a andlise econdmica da primeira etapa da separagio de células
mortas, por exemplo, o custo desta etapa de extragio com SBA fot estimado por ser trés
quartos do prego dos componentes das fases: PEG e sal (DATAR, 1986). O custo total foi,
na methor das hipoteses, semelhante ao da microfiltragio de fluxo tangencial. Esta analise
mostra que o prego do polimero € aproximadamente o pardmetro que determina a
viabilidade econémica do método de extraciio. Um outro exemplo foi a avaliagio do custo
de extragio de enzimas intracelulares, em tomo de metade a dois tercos do custo da
primeira etapa da recuperagio (MATTIASSON & LING, 1987).

Diferentes polimeros, tais como a dextrana bruta (KRONER et af., 1982) derivados
de amido (TIERNELD et al., 1986 ¢ VENANCIO & TEIXEIRA, 1993), dlcool polivinilico
(TJERNELD, 1989), maltodextrina (SZLAG & GUILIANO, 1988), derivados de celulose
(SKUSE et al, 1992), derivados de goma de guar (VENANCIO er al, 1995) e
arabinogalactana (CHRISTIAN et al., 1998), tém sido testados indicando que estes devem
ser considerados como alternativas a Dextrana fracionada.

A utilizacdo do hidroxipropilamido, denominado comercialmente como Aquaphase
PPT, foi reportade por TIERNELD (1986) como alternativa & dextrana, ja que apresenta
um décimo do prego. Sua utilizacio comparada ao sistema tradicional reduziu em sete vezes
o custo do SBA. O Reppal PES, nome comercial de um derivado do hidroxipropilamido
semelhante ao Aquaphase PPT, tem sido aplicado com sucesso como substituto da dextrana
em bioconversdes extrativas (JOHANSSON & JOELSSON, 1985). Estes derivados do
amido foram especialmente desenvolvidos para separa¢bes em duas fases aquosas, porém
ainda s3o economicamente mviaveis, embora sejam mais baratos que a dextrana fracionada.

SKUSE e colaboradores (1992), estudaram um sistema formado por Pluronic P103,
um copolimerc constituido por blocos mtercalados de oxido de polipropileno e 6xido de
polietileno, e por Klucel L, um hidroxipropil celulose. Este sisterna possui diagramas de
fases similares aos obtidos para o sistema PEG/Dextrana, mas com o inconveniente da
elevada viscosidade resultante da presenca de polimero de celulose VENANCIO &
TEIXEIRA (1993} reportaram ¢ uso de um dertvado do hidroxipropilamido, com o prego
de um décmo do Reppal PES, porém este polimero comercial possui uma grande
quantidade de material insolivel, que pode ser responsavel pelo valor elevado da viscosidade
da fase inferior, que foi de cinco a seis vezes maior do que o sistema PEG/Dextrana
correspondente e dez vezes maior do que o PEG/Aquaphase PPT.
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O sistema PEG/Derivado de goma de guar (VENANCIO er al, 1995), possui a
vantagem de necessitar baixas concentragdes de polimeros para formacio das fases. O custo
deste sistema testado foi semelhante aos de outros sistemas usando um polimero bruto e
significativamente mais barato do que outros sistemas referidos na literatura. A utilizagfo de
uma arabinogalactana, exiraida do tronco de plantas do género Larix, disponivel
comercialmente em grau ultra-filtrado (AG-UF) e alimentar {AG-FG), forma com PEG um
SBA que possui baixa viscosidade e exibiu comportamento para a separacio de proteinas
semelhante a dextrana fracionado, possuindo um grande potencial como alternativa a
dextrana (CHRISTIAN et al., 1998).

377, UTILIZACAQO DE GOMAS COMO POLIMERO PARA SISTEMAS
BIFASICOS ALTERNATIVOS

As gomas podem ser definidas genericamente como substincias poliméricas que, em
solvente ou agente de intumescimento apropriado e mesmo a baixas concentracdes, sio
capazes de formar dispersdes ou soluces altamente viscosas ou até mesmo géis. Com esta
definicio, o termo aplica-se a uma vasta variedade de substincias, inclumdo hidrocarbonetos
de alto peso molecular, borrachas, proteinas, polissacarideos e seus derivados, além de
alguns polimeros smtéticos (MILLER, 1587)
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TABELA 03- Classificacio das gomas industriais quanto a fonte de onde sdo obtidas

Gomas Naturais Gomas Modificadas

Exsudado de Plantas Carboximetilcelulose

Goma arabica Hidroximetilcelulose
Goma caraia Hidroxietilcelulose
Goma tragacanto Carboximetilamdo
Goma do cajueiro Acetado de armdo

Extraidas de Algas Hidroxipropilamido
Agar Carboximetilguar
Alginato Alginato de propilenc glicol
Carragenana
Extraidas de Sementes
Goma guar

Goma do marmeleiro
Fermentacio microbioldgica
Dextrana
Xantana

Industrialmente, no entanto, o termo goma ¢ mais especifico e estd associado a
polissacarideos e seus derivados. O solvente ou agente de umectag8o €, neste caso, a agua.
As gomas industriais podem ser classificadas em naturais e modificadas. As naturais podem
ser obtidas de exsudados de arvore, de sementes, de algas ou por fermentacio
microbiologica. As modificacdes sfo as derivadas de polissacarideos insoliiveis, como por
exemplo, a celulose. A TABELA 03 apresenta exemplos de gomas mdustriais classificadas
pela fonte e onde séo obtidas (MILLER, 1987).
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3.7.1. Goma do Cajueiro

As gomas vegetais ormundas de arvores (ou exsudados vegetais), sio constituidas
principalmente por heteropolissacarideos, sendo produzidas espontaneamente, apés injiria
mecinica ou invasio microbiana através dos troncos, galhos ou fruto, constituindo-se entdo
como parte do metabolismo normal da planta. Sua produgiio parece estar relacionada com
algum mecamsmo protetor do vegetal (MARQUES & XAVIER-FILHO, 1991).

O exsudado do cajueiro, produzido pela Anacardium occidentale L., pertencente a
familia Anacardiaceae, é constituida principalmente por um heteropolissacarideo ramificado
(arabinogalactana &cida), que apresenta propriedades adesivas e atividade de inseticida, bem
como propriedades emulsificantes (PONTES, 1971). O cajueiro produz 178 - 2000 g/ano de
goma, com um valor médio de 700 g/ano (BANDEIRA, 1991). A produgio de castanha em
arvores mais velhas do que 25 anos aumenta com a extragiio de goma. Dado a importéncia
da cultura de cajuerros de algumas regides de paises como o Brasil (400.000-450.000 ha de
planta) (LIMA, 1988), india, Mogambique, Tanzénia e Kenya, um estudo da utilizagiio da
goma é de grande mmportincia. Existern estudos da goma do cajuetro de arvores
provenientes da India (Madras) e Nova Guiné (Papua) (ANDERSSON ez al, 1974;
ANDERSSON & BELL, 1975) e também com 4rvores brasilewmas (Pacajus — CE)
(RODRIGUES ef al, 1993; PAULA & RODRIGUES, 1995). A goma do cajueiro é
constituida principaimente por unidades de galactose, arabinose, glicose, acido urénico,
manose e xilose. Entretanto, tem sido verificado que a porcentagem dos monossacarideos
varia de acordo com a regifio geografica A TABELA 04 mostra a composicdo da goma de
Anacardium occidentale de diferentes origens (ANDERSSON et al, 1974; PAULA &
RODRIGUES, 1995).

Estudos recentes (PAULA & RODRIGUES, 1995) sobre propriedades reologicas da
goma do cajueiro mostraram que esta ¢ uma goma de bamxa viscosidade e € comparavel em
muitos aspectos com a goma arabica. As viscosidades absolutas em solugtes de 1% dessas
gomas foram 1,0 mPa (goma do cajueiro) e 1,8 mPa (goma arabica). Outros polissacarideos
utilizados na industria, como meticelulose, carboximetilcelulose, gomas de caraia e de
tragacanto apresentam viscosidades que variam de 1100 — 3400 Pa, em solugdes a mesma

concentracio.
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TABELA 04- Composigio da goma de Anacardium occidentale L de diferentes origens

Monossacarideo Quantidade em %
Constrtuinte India Nova Guiné  Brasil

Galactose 61 63 73

Arabinose 14 15 5

Glucose 8 9 11

Ramnose 7 7 4

Manose 2 1 1

Xilose 2 - -

Acido glicurdnico 6 5 6

3.8. POLIETILENO GLICCL

O polietileno glicol (PEG), HO-(CH,CH>0),-CH.CH;OH, € um poliéter sintético
neutro, linear ou de cadeia ramificada, obtido por polmerizagio do oxido de etileno e
disponivel em uma variedade de pesos moleculares, de poucas centenas de milhares de
daltons. Os dois grupos terminais (hidroxilas) sio normalmente usados para ligagio de
ligantes por afinidade e outros grupos. Sclubiliza-se em dgua e em solventes orginicos. )
também conhecido pelos nomes comerciais de poliglicol E®, carbowax® e pluracol E®,
dependendo da empresa que o fabrica. Estio disponiveis em baixo prego. Para pesos
moleculares acima de 20.000 daltons sfc denominados oxidos de poketileno, PEC. Sdo
fornecidos na forma de solucBes incolores estaveis ou pastas, se possuem pesos moleculares
menores que 1.000. Os de pesos moleculares elevados, acima de 1.000, sdo encontrados na
forma de pd ou de flocos brancos. Podem ser estocados a temperatura ambiente, embora a 4
°C a ocorréncia de oxidagio em solugdes, seja retardada (HARRIS, 1992).

Sendo ndo antigénico nem imunogénico, foi aprovado pelo FDA (Food and Drug
Administration). Sua utilizacio é de interesse na biotecnologia e biomedicina, principalmente

por excluir, em ambiente aquoso, outros polimeros de sua vizinhanga, ndo se solubilizando
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com eles. Esta sujerto a modificacBes quimicas répidas controlando a solubilidade e
aumentando o tamanho de moléculas as quais se liga. Nio provoca a diminuicio da

atividade de células e proteinas, sendo biodegradavel e atéxico (HARRIS, 1992).
3.9. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NA EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

Ultimamente, em virtude da necessidade em se procurar alternativas mais vidveis
economicamente para uma dada separacfio, a extragdo lquido-liquido vem sendo usada de
maneira crescente. Isso torma-se evidente pelo grande numero de novos equipamentos
desenvolvidos neste campo.

Alguns fatores que vém estimulando o desenvolvimento da extracio liquido-liguido,
atualmente, sio (HUMPHREY et al.,1984):

e perspectivas de economia de energia em comparaciio 4 destilagio;

» possibilidade de evitar a degradagio de compostos, devido ao efeito da temperatura, que
pode ser causada por processos que fazem uso de energia térmica;

¢ desenvolvimento de equipamentos mais eficientes e que permitam um contato das fases
liquidas mais efetivo;

e melhor entendimento dos principios para desenvolvimento, projeto e “scale-up” dos

processos de extragio.

No passado, as operacgdes de extragio liquido-liquido eram restritas a processos que
utilizassem um pequeno namero de estagios devido a elevada altura dos estigios tedricos
associados 2 colunas gravitacionais, que representava um alto investimento de capital
tornando o processo de extracio bastante oneroso. Nas Uitimas décadas, contudo, novos
projetos de extratores tipo coluna e tanques misturados foram desenvolvidos, possibilitando,
em varios casos, considerar a extragio liquido-liquido como alternativa para separages que
requerem um grande nimero de estigios tedricos (LOGSDAIL et al, 1957). O
desenvolvimento de novos equipamentos para efetuar extracio liquido-liquido tem tornado

este método mais competitivo com relagio aos outros processos de separagio existentes
(SOUZA, 1997).
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Para o desenvolvimento de equipamentos de extracio liquido-liquido, sfio alvo de
consideragdes fatores como (STEINER, 1988):

s o sistema de trabalho: solvente a ser usado, grau de pureza do rafinado, condi¢des de
escoamento dos liquidos, entre outros;

e dados de equilibrio: sdo imprescindiveis, deverfio estar disponiveis na temperatura de
trabatho;

o dados de transferéncia de massa.
Durante o processo de extragio varios fendmenos acontecem no interior do extrator,
alguns dos quais prejudicam a transferéncia de massa. Os mais conhecidos sio definidos
ahamxo:
¢ “Hold up™: ¢ a fragdo retida da fase dispersa, que ¢ a raziio do volume da fase dispersa
pelo volume total do equipamento

» Inundagiio: quando as condicdes de operagio na coluna, fazem com que seja impossivel
as correntes escoarem em contracorrente e uma fase se dispersar na outra. Nesta
situagdo, as correntes entram e saem da coluna numa mesma extremidade

¢ “Backmpang” (nmustura axial): € o retomo axial da fase dispersa. A fase dispersa escoa em
sentido oposto ac esperado. Ele faz com que o gradiente de concentracio, que é a forga
motriz da transferéncia de massa na coluna, diminua, prejudicando a taxa de transferéncia
de massa e a eficiéncia de separacio

e “Backflow”: € o retorno axial da fase continua. Ocorre quando a fase continua €
carregada na direcdio oposta a esperada.

Num processo de extraciio, existemn diversos fatores que influenciam o desempenho
do extrator, principalmente em escala industrial. Portanto, € necessaric um estudo em escala
piloto para methor definir as condigbes de operagio.

A utilizacio de extratores verticais nos processos de extragio liquido-liquido €
justificado devido a esses equipamentos ocuparem pequena area, terem boa eficiéncia de
separagiio e apresentarem facilidades de operagiio e manutengio.

Existem varnios tipos de extratores que podem ser classificados de acordo com os
principios gerais de operaciio e constru¢do. Varios autores dividiram os extratores em duas

categorias, de acordo com o tipo de contato entre as fases em (HANSON, 1971):
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s Sistemas de contato e separagdc de fases em estagios (descontinuos): estes sistemas sfio
formados por uma série de estagios compostos por tanques misturadores-decantadores,
onde a solugic e o solvente sdo misturados até serem atingidas as concentracbes de
equilibric em ambas as fases. Apos isso deixa-se decantar a fase mais densa ¢, entdo, faz-
se a separacgio das fases antes delas passarem ao proximo estagio. Nestes equipamentos,
obtém-se altas eficiéncias de separagiio em cada estagio. A desvantagem ¢ o grande

espaco fisico que ocupam (FIGURA 03).

Entrada da _ Entrada da
fase pesada fase leve
”" ._..‘...._
i -
Safda da . Saida da
fase pesada fase leve

FIGURA 03- Exemplo de um extrator em estagios discretos

o Sistemas de contato diferencial (continuos): nos sistemas diferenciais, os liquidos escoam
contmuamente em contracorrente, sem misturadores ou decantadores intermediarios,
sendo que estes contadores sfio normalmente colunas verticais. O escoamento em
contracorrente ocorre em fungiio da diferenca de densidade entre as fases. A fase mais
densa ¢é alimentada no topo e flui de maneira descendente no interior da coluna e a fase
menos densa ¢é alimentada na base e flui em direciio ao topo da coluna. As colunas de
contato diferencial so equipamentos mais compactos e ocupam um menor espaco fisico
que os misturadores-decantadores.

Esta categoria pode ainda ser subdividida de acordo com a maneira de se promover a

mistura das fases, em:
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- Colunas sem agracio mecanica e separacio pela gravidade, como colunas de pratos
perfurados fixos, colunas tipo Spray e colunas recheadas (FIGURA 04). Nestes
equipamentos, a forma de promover o contato entre as fases e portanto a
transferéncia de massa, € a aclio da forca gravitacional, devido a diferenca de
densidade entre as fases. Sfio os mais simples dos extratores diferenciais usados na
extragio Hquido-liqmdo. Apresentam baixo custo de instalacio e manutencgio e
ocupam reduzido espaco fisico. A prncipal desvantagem € a baixa eficiéneia de
separacio.
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FIGURA 04- Exemplos de colunas que atuam sob a forga da gravidade. (a) coluna de pratos
fixos perfurados; (b) coluna recheads; (¢} coluna Spray

- Colunas com agitagio mecénica e separagio pela gravidade, como coluna de discos
rotativos (RDC), cotuna de fluxo pulsado, coluna de pratos pulsados, coluna “Oldshue-
Rushton”, coluna “Sheibel” e coluna Kubhni (FIGURA 05). Nestes exiratores, além da
forca da gravidade, tem-se a agfio da agitagio causada mecanicamente que pode ser
empregada através 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 rotagio, que podem ser: discos rigidos
ou perfurados, pés, turbinas, etc. O grau de dispersio, e portanto, o grau de transferéncia
de massa é bastante elevado em comparacio aos equipamentos sem agitacio mecinica.
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- Contadores centrifugos, que ufilizam a forga centrifuga como forga motriz para a

transferéncia de massa. Sdo de desenvolvimento mais recente ¢ possuem alta eficiéncia de

separa¢io e ocupam pouco espaco fisico. A desvantagem ¢ o seu alto custo de
mmplantacio. Sfo exemplos o extrator Podbielniak, Luwesta e de Laval
A classificagio dos equipamentos segundo HANSON (1971) pode ser observada na

TABELA 05.

TABELA 05- Classificagio dos equipamentos de extragio segundo HANSON

(1971)
CONTATO COM
TIPO DE AGITACAO  SEPARACAQO DE FASES CONTATO CONTINUO
~coluna Spray
-coluna de chicanas
SEM AGITACAO ~coluna recheada
-coluna de pratos perfurados
-Holley-Mott ~coluna Sheibel
-musturador-decantador simples -coluna Oldshue-Rushton
-misturador-decantador com -contador de discos rotativos
APARELHO bomba -coluna misturadora multi-estagio
AGITADO POR -centrifuga de estagio individual
ROTACAO -misturador-decantador com
pulsacio
-misturador-decantador com -coluna recheada com pulsacio
pulsacio -coluna de pratos perfurados
COM PULSACAO pulsados
-coluna de fluxo pulsado com
pratos perfurados
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FIGURA 05- Exemplos de colunas que atuam sob a forga da gravidade. (a} coluna de fluxo
pulsado; (b) coluna de pratos pulsados; {c) coluna de discos rotativos. |
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3.10. PROCESSAMENTO CONTINUO

A maioria dos processos de extragiio de particulas biologicas tem sido realizados de
modo descontinuo; recentemente, a utilizacio de processos continuos tém ganhado um
grande impulso, uma vez que o processamento continuo apresenta inimeras vantagens
(BOLAND, 1990):

e Redugiio no tempo de processamento: os processamentos de fases aquosas atualmente
sio muito rapidos. A mistura e o equilibric das fases ocorre em alguns minutos quando se
utilizam equipamentos adequados. Portanto, a utilizagio do processo continuo permite
processar rapidamente grandes quantidades de material, com instalagbes reduzidas em
relagio a quantidade de material que estd sendo processada, resultando numa economia
de capital e energia.

e automacio do processo, o que significa baixa mio-de-obra a ser empregada;

s obtencdo de produtos mais homogéneos: a combinaciio entre o processo continuo € a
automacio mantém o processamento mais constante, com poucas variagdes e maior
uniformidade ao longo da corrida;

* maior rendimento de produtos labeis: devido a rapidez do processamento, as perdas de
materiais labeis sio mimmizadas;

¢ possibilidade de reciclagem dos componentes constituintes das fases.

A aplicacio de sistemas bifiisicos aquosos para a purificacio em continuo de
proteinas tem sido demonstrada em varios trabalhos utilizando diferentes sistemas de
extragio. ALBERTSSON (1986) descreveu a operagio de uma umdade Craig, em modo
contracorrente, empregando sistemas PEG-Dextrana. KULA e colaboradores {1982)
pesquisaram a extragio de formiato desidrogenase com sistemas PEG-Sal HUSTEDT e
colaboradores {1988) analisaram o processo continuo em uma coluna Kuhnit, em um extrator
Graesser, em uma coluna Podbielniak e em uma unidade misturadora-decantadora usando
SBA.

Em operagio semicontinua, SAWANT e colaboradores (1990), PATIL e
colaboradores (1991) e JAFARABAD e colaboradores (1992a, 1992b} avaliaram a
transferéncia de massa e a fracfo retida da fase dispersa (“hold up”} para a albumina de soro

bovino e para amiloglicosidase. Para a purificacio da albumina foram empregadas as colunas
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tipo Spray e York-scheibel operando com sistemas PEG-Dextrana e PEG-fosfato de
potassio, respectivamente. Para a separacio da amiloglicosidase foi utilizado o sistemas
PEG-sulfato de sodio nas colunas York-scheibel e Empacotada. COIMBRA e colaboradores
{1994) utilizaram um extrator Graesser para a separagio das proteinas a-lactoalbumina e -
Jactoglobulina do soro do leite com sistemas bifasicos PEG-fosfato e avaliaram a
performance do extrator com relagiio a eficiéncia de separago e a transferéncia de massa
(COIMBRA et al.,1995). PAWAR e colaboradores (1997) analisaram a fragfio retida da fase
dispersa e o coeficiente de transferéncia de massa em uma coluna Spray modificada
utilizando o sistema bifisico PEG-sulfato para a extragio de amiloghcosidase e J-
galactosidase. Mais recentemente, PORTO e colaboradores (1997, 1999) avaliaram a
transferéncia de massa e a fragio retida da fase dispersa (“hold up”) para o citocromo b5 e
albumina de soro bovino em coluna de discos perfurados da fase dispersa (“hold up”) para o

albumina de soro bovino em PRDC com sistemas PEG-fosfatos de potassio.

3.11. EXTRACAQ CONTINUA EM COLUNAS AGITADAS POR PULSACAO

As colunas agitadas por pulsaciio, apesar de utilizarem mais energia em sua
operagio, oferecem a grande vantagem de proporcionarem taxas de transferéncia de massa e
eficiéncias bem mais elevadas do que outros tipos de equipamentos. Isto acontece porque
neste tipo de extrator, a forma de agitacdo (pulsagio) € introduzida no sistema na mesma
direcio de escoamento das correntes no interior da coluna, o que favorece um contato mais
intenso entre as fases, sem prejudicar o escoamento em ambas as fases.

O primeiro trabatho apreseniado sobre colunas agitadas por pulsacio foi proposto
por Van Dijck (1935). Neste trabalho, o autor propds um novo tipo de equipamento para
extragdio liquido-liquido, com a principal finalidade de se obter o maximo contato entre duas
correntes liguidas. O principio de funcionamento desta coluna consta basicamente do
seguinte: as correntes liquidas sio introduzidas na coluna em contracorrente, formando
porgdes de cada uma delas nos varios compartimentos da coluna. Assim, em cada estagio
(cada se¢io da coluna formada por um prato) séo formadas duas camadas liquidas distintas,

a superior de liqudo leve (de menor densidade) e a inferior de liquido pesado (de maior



densidade). Com o movimento alternativo dos pratos, quando estes se movem para cima, o
liquido pesado atravessa os furos dos pratos na forma de jatos, sendo disperso como gotas
na camada de liquido leve do estagio anterior. De forma analoga, quando os pratos se
movem para baixo, ¢ liquido leve é injetado nos furos do prato superior, se dispersando na
camada de liquido pesado.

Van Dijck (1935) propds também um outro tipo de coluna, em que os pratos sio
fixos e os fluidos pulsados através do emprego de bombas alternativas. Este equipamento,
conhecido como coluna de fluxo pulsado, também apresenta boas taxas de eficiéncia,
segundo os autores. Ja que estes extratores nio tém partes méveis, encontram extenso uso
no processamento de solugdes radioativas em trabalhos com energia atdmica, onde podem
ser colocados sob pesados campos de radiagio sem requerer manutengio (Treybal, 1968).

Varios autores, entre eles Smoot e Babb (1962), Duarte et al (1992), Khemangkorn
et al (1978) e Gois (1995), j4 apresentaram estudos sobre colunas agitadas por pulsagbes,
porém, a maioria se refere as colunas com fluxo pulsado. Todos os trabalhos mostram que
este tipo de equipamenio € bastante eficiente. Os sistemas liquidos estudados nestes
trabathos foram formados por agua/solventes orginicos.

Com a finalidade de obter-se um equipamento para a realizagiio de processos de
extracdo ligudo-liquido, visando a separacio e purificagio de biomoléculas, € proposta e
desenvolvida neste trabalho uma micro-coluna agitada por campénulas pulsantes, para a
extragio em continuo.

Nos experimentos foram usados sistemas de duas fases aquosas formados por PEG-
Goma de caju e Agua deionizada, para extracio de proteinas.

Neste equipamento foram realizados estudos relativos ao comportamento

hidrodindmico ¢ de transferéneia de massa.

3.11.1. Campanulas

O uso de campénulas em colunas pulsadas € proposto visando obter-se uma agitacio
eficiente, mas suave, para aplicagio em processos de separagiio de compostos labeis, como
as proteinas. Sendo a agitagio suave, pretende-se evitar a desnaturagiio de biomoléculas,
que ocorre quando é mtroduzida ao sistema excessiva energia mecdnica e agitaglo

extremamente Vigorosa.
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Além disso, as campénulas aumentam o tempo de contato entre as fases na coluna e
fazem com que ocorra uma dispersio uniforme das gotas, o que favorece a transferéncia de
massa, fazendo com que o sistemna aproxime do equilibrio.

O sistema de agitagdo cormposto por campdnulas pulsantes ocorre da seguinte
maneira: A fase leve entra na micro-coluna pelo fundo e fica retida na campénuia. A peneira
, da qual a campénula e constituida, nfio deixa a maior parte da fase leve passar
espontaneamente. A campinula retém a fase leve por um tempo maior do que outros
dispositivos comumente usados para promover a agitagio. Deste modo, ocorre um aumento
do tempo de contato entre as fases.

Durante o pulso, quando a campinula desce, o liquido mais leve (de menor
densidade) que fica concentrado no interior da campénula, € forgado a passar pelos furos da
peneira. A fase leve € “quebrada” em gotas bem pequenas. Uma importante caracteristica da
agitacio obtida através do uso de campénulas pulsantes é a formagio de uma dispersio,
bastante uniforme e de gotas pequenas, da fase leve na fase continua. Essas caracteristicas
sio favoraveis a transferéncia de massa. Quando a campénula sobe, o movimento ascendente
faz com que as fases misturem-se ainda mais.

As campanulas devem ser construidas de material inerte que ndo reaja com as
solucdes usadas na extracio.

Nio for encontrada na literatura nephuma referéncia sobre o uso de campinulas

como dispositivo promotor de agitacio em equipamentos de extragio.
3.12. TRANSFERENCIA DE MASSA EM SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

Quando um sistema contém dots ou mais componentes cujas concentragdes variam
de ponto a ponto no sistema, ha um tendéncia natural & massa ser transferida, minimizando
as diferencas de concentragio no sistema, ja que de acordo com a segunda lei da
termodinimica, sistemas que nfo estio em equilibrio tendem a alcangar o equilibric com o
temnpo. O transporte de um constituinte de um regifio de maior concentragio para outra de
menor concentragdo € chamado “transferéncia de massa”.

£ de fundamental importancia no estudo de um processo de extragiio liquido-liquido
ou de um extrator em particular, a avaliagio da transferéncia de massa no interior deste
equipamento.
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A transferéncia de massa entre duas fases liquidas € fungiio 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 operagéio para o
extrator.

Em equipamentos de extragio liquido-liquido, em contracorrente, a transferéncia de
massa ocorre numa dispersio de gotas que fluem pela gravidade através da fase liquida
continua, sendo o contador de discos rotativos um exemplo destes equipamentos.

A mudanga da concentra¢do 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 que todas essas variaveis dependem do diimetro das gotas.
Segundo HANSON (1968) a transferéncia de massa ocorre entre a fase continua e as gotas.

Em sistemas liquido-liquido, o aumento da agitacio, micialmente causa um aumento
da area interfacial (através da diminuicio no tamanho das gotas) e assim, aumentando a taxa
de transferéncia de massa. Porém, 1sso ndo ocorre indefinidamente. Primeramente, ha um
limite para 0 aumento da area mterfacial que pode ser obtida. Em segundo lugar, abaixo de
um certo tamanho de gotas, estas comegam a se comportar como esferas rigidas sem
circulagio pelo lento processo de difusio molecular. Em tercerro lugar, apoés um certo
ponto, ¢ aumento na agitacio pode comegar a suprimir a interagio gota-gota, reduzindo a
mistura na fase dispersa e também a taxa de transferéncia de massa. Ha portanto um grau
Stimo de agitagdo que fornece a taxa de transferéncia de massa maxima (ROD, 1966).

Segundo HANSON (1968), a coalescéncia das gotas da fase dispersa numa fase
continua ¢ fundamental para ocorrer a separacgio das fases. Em geral, quanto menor o
tamanho das gotas, mais lenta € a coalescéncia. Quanto menores forem as gotas, maior sera

a tendéncia da solugiio emulsificar.

Em colunas de discos perfurados rotativos, o coeficiente global de transferéncia de

massa pode ser determinado por

N=Kda(C* - )V
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onde N, Kda, C*, C e V representam, respectivamente, o fluxo de proteina para a fase
dispersa, o coeficiente global de transferéncia de proteina, a concentragio de proteina na
interface em equilibrio com a fase continua, a concentracio de proteina na fase dispersa e o
volume da fase continua.

Considerando que as duas fases sfo mmisciveis, que a quantidade de soluto transferida
entre as fases € pequena, que o coeficiente de particio para a proteina € independente da sua
concentragio e que o coeficiente de transferéncia se mantém constante ao longo da coluna, a

integracio da expressio acima € possivel, originando:
N=Kda AC, V

onde ACi, representa a média logaritmica da diferenca de concentragGes entre a interface e a

fase dispersa. O balango material global do soluto na coluna origina
Q(Cent-Csai)= Kda AC, V

em que Q, Cent e Csai representam, respectivamente, a velocidade de fluxo da fase dispersa,
a concentracio de proteina na corrente de entrada da fase dispersa, a concentracio de

proteina na corrente de saida da fase dispersa. Reorganizando esta expressio, obtém-se a

expressio:

Kda= Q/V. In (Cent - KCfe/Csat - KCfc)

onde K representa o coeficiente de parti¢io do soluto.

Sabe-se que existem dois aspectos distintos sobre a eficiéncia de extragdio a serem
considerados: o primeiro costuma diferenciar o comportamento real do ideal, o segundo
interpreta a eficiéncia em termos de mecanismos de transporte de massa. Baseado nestes
aspectos, varias definicSes de eficiéncia tém sido propostas.

O desempenho de um contador de discos rotativos com saia perfurada foi estudado
por KAWASE (1990) em escala piloto. Os dados obtidos para este equipamento foram



examinados usando a correlagio proposta para uma coluna de discos rotativos. Foram
realizados estudos sobre 2 eficiéncia de extragio, na qual as concentracdes das fases no topo
e no fundo da coluna foram medidas. O calculo da eficiéneia de extragio neste equipamento

fo1 realizado usando a seguinte relagiio, baseada nas concentra¢des da fase onde se encontra
o sohuto.

Ex=Ce-C x100
Cr

Onde: C; é a fracio méassica de soluto na alimentagéio e

C. € a fracio massica de soluto no refinado
Esta defmigfo representa um indice de recuperacio do soluto.

3.13. RECUPERACAO DOS PRODUTOS

O aspecto final 2 se considerar quando se pretende aplicar a particio bifasica aquosa
a punficagio de moléculas bioldgicas, consiste na separacio da molécula biolégica (produto
desejado) dos polimeros constituintes do sistema bifésico aquoso.

Os primetros trabalhos encontrados na literatura (ALBERTSSON, 1986) reportavam
que a remoglo dos polimeros do sistema era um obstaculo para a aphcagio de SBA em
larga escala. No entanto, observa-se, por exemplo, que a ultrafiltracio pelo uso de
membranas semi-permedveis com poros seletivos é uma forma rapida e eficiente de se
remover os polimeros. Considerando o sistema tradicional PEG-Dextrana, como o peso
molecular do PEG ¢ bem menor e 0 peso molecular da Dextrana bem maior do que o peso
molecular da malona das proteinas, este método torna-se bastante viavel, permitindo que a
membrana retenha 2 proteina, promovendo simultaneamente a remocio do PEG. Esta
técnica ainda permite ganhos na purificagfo, j4 que outras proteinas menores ou particulas
contaminantes podem ficar retidas na membrana. Um dos métodos mais comuns baseia-se na
transferéncia da molécula bioldgica para uma fase com baixa concentracio de polimero.

Assim, quando a proteina se encontra acumulada na fase PEG, pode-se recorrer a adigfio de
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um sal que leve & formacdo de um novo SBA. Utilizando-se condi¢Bes apropriadas, a
proteina pode ser re-extraida e se concentrar na fase rica em sal (HUSTEDT et al, 1978;
CABRAL & AIRES-BARROQS, 1993). O sal, por sua vez, podera ser removido por filtracio
em membrana utilizando osmose Inversa ou didlise. As proteinas também podem ser
removidas por adsorgio em trocadores idnicos (ALBERTSSON, 1986; HUSTEDT et al.,
1978). Para sistemas PEG-Dextrana, uma vez que ambos os polimeros s@o neutros, eles ndo
se ligario aos trocadores e podem ser removidos por lavagem, deixando a proteina ligada a
matriz. Para polimeros carregados, bastaria ajustar o pH e a forga iénica. O incoveniente € 2
possibilidade de ocorrer uma alta pressdo das gotas quando solugdes poliméricas viscosas
sdo processadas em coluna. Qutras possibilidades incluem a centrifugacgo para moléculas ou
particulas de elevado peso molecular (ABERTSSON, 1986). ALBERTSSON (1986)
também descreve um método especifico para a recuperagiio de moléculas biologicas da fase
inferior de sistemas PEG-Dextrana. Por adigio de sulfato de am6nia ou fosfato de potassio
ao sistema PEG-Dextrana, a concentragio de PEG na fase inferior vai diminuindo
gradualmente até ser completamente excluida desta fase. A partir deste ponto, a molécula
biologica pode ser precipitada da fase mferior por adiggo de sulfato de amdnia.

Entre as metodologias mencionadas, a ultrafiltragiio em membrana parece ser a mais
vantajosa no processo de separago e concentragio de proteinas purificadas na remogio do
polimero (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993), podendo ser facilmente integrada aos
processos continuos sem maiores dificuldades (KULA et al., 1982).

Um recente desenvolvimento no campo da separagiio bifasica aquosa é combinar
SBA’s com a separacgio induzida pela temperatura. Varios trabalhos sobre este processo
alternativo de purificagdio estio disponiveis na literatura (ALRED et al, 1993; FARKAS et
al, 1996; LI et al., 1997, PERSSON et al., 1999, SVENSSON et al., 1999). Sio exemplos
de polimeros “termoseparadores” o PEG, Alcool polivinitico e Etilhidroxietilcelulose. A
separacio de fases por induclio pela temperatura toma possivel separar o polimero da
substincia biolégica 1solada, permitindo recuperar o polimero “termoseparador”. O processo
de purificaciio é composto por dois passos. No primeiro, um sistema bifésico composto pelo
polimero “termoseparador” como polimero predominante da fase superior e Dextrana ou
Hidroxipropilamido como polimero predominante da fase inferior, € utilizado na partigio da
biomolécula, de modo que esta se concentre na fase superior. No segundo passo, a fase
superior € isolada e o aquecimento acima de uma temperatura critica, caracteristica para
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cada sistema, levara a uma nova formagio de fases, de modo que o polimero
termoseparador fica concentrado na fase inferior, enquanto que a fase superior é uma fase
aquosa praticamente livre de polimero, que concentra a molécula biologica, a qual pode ser

recuperada por ultrafiltracio ou didlise (JOHANSSON et al., 1996).

3.14. RECICLAGEM DE POLIMEROS

A possibilidade de reutilizacio dos constituintes das fases deve ser considerada ao se
efetuar o “scale-up” pois os custos dos componentes das fases aumentam Imearmente com a
escala de produgio (KRONER et al, 1984). A recirculagio de reagentes tem sido
fundamentabnente estudada em sistemas PEG-Sais (PAPAMICHAEL et al., 1992; RITO-
PALOMARES et al., 1994) e pode ser obtida na pratica por recirculagio direta da fase PEG
ou da fase rica em sal apds osmose mversa.

RITO-PALOMARES e colaboradores (1994) estudaram a reciclagem da fase rica
em PEG de sistemas PEG-fosfatos na recuperacio de proteinas de levedura de cerveja.
Estes autores determinaram uma redugio no custo de reagentes de 25% para operagiio em
continuo ¢ verificaram que a eficiéncia do processo, isto €, recuperagiio e pureza da

proteina, se mantém inalterada até 3 ciclos de recirculagio.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Reagentes

Na TABELA 06 encontram-se os reagentes utilizados ac Jongo deste trabalho.

TABELA 06- Reagentes utilizados nas dosagens dos polimeros e proteina

Utilizacio Reagente Pureza Fornecedor
Formagdo do Goma do Cajuero Amarelo e Cajueiro amarelo
sistema bifasico Polietileno Glicol 1500 —=—--- Allkimia
aquoso Poletileno Glicol 4000  -—-—-- Chemco
Polietileno Glicol 8000 ——-- Sigma
Hidrogenofosfato de potassio 99 % Nuclear
Di-hidrogenofosfato de potassic 99 % Kanto Chemical Co
Dosagem do Acido perclérico 60%  Kanto Chemical Co
Polietileno glicol Cloreto de bario 99,9 % Reagen Quimibras
Todo 999%  Kanto Chemical Co
Proteina Tripsina --- Difco
Dosagem da Comassie e Brilhante Blue - Eastman Kodak
proteina Acido ortofosforico 85% Vetec
Etanol 98 % Merck

4.1.2. Equipamentos

Na TABELA 07 encontram-se os equipamentos utilizados para realizacio deste

trabalho.
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TABELA 07- Equipamentos utilizados

Equipamento Fornecedor
Agitador magnético modelo 752A FISATOM
Agitador de toque (Vortex) tipo 1005 BIOMATIC
Balanca analitica modelo AL200 MARTE
Banho-maria FISATOM
Centrifuga de bancada modelo Z252MK HERMLE, Labor techinik - Alemanha
Espectrofotometro 21D Milton Roy

4.1.3. Coluna Agitada por Campinulas Pulsantes

Nos ensaios de extragfio com alimentacio continua de ambas as fases foi utilizada um
micro-coluna agrtada por campénulas puisadas como representada na FIGURA 06 . A
micro-coluna € constituida de um tubo de vidro de 19 cm de altura; 2,84 cm de didmetro
externo e 2,54 cm de diimetro interno. No centro desta micro-coluna esta localizada uma
haste de ago mox na qual estdo soldadas as campénulas, que também sdo de ago inox. Duas
configuractes serdo usadas, uma com duas campénulas, que estio distanciadas 4 cm uma da
outra e outra com trés campinulas, que estdo distanciadas 6 cm uma da outra. O diimetro
da base da campédnula € 2,49 cm. A peneira da qual a campénula € construida fornece uma
area livre de 38%.

Os bocais de alimentagio e saida sio de ago inox e possuem um didmetro interno de
3,65 mm e 6,85 mm de didmetro externo.

Os pulsos sdo fornecidos por um dispositivo e controlados por um dimmer.

A alimentagio da fase continua, na qual possui maior densidade, € feita utilizando-se
a gravidade e a sua vaziio sera controlada por um rotimetro. A alimentaciio da fase dispersa,
na qual possui menor densidade, € feita por meio de uma bomba peristaltica, previamente
calibrada. As valvulas para controle das vazdes sfo valvulas agulha.

Os tubos para conduzir as alimentagBes e saidas sdo de viton, que € um material

resistente & acdo do iso-octano.

49



Alimentagio T Dirz¢Bo dos Pulsos
dafase

aguosa ”x Ssids ds

™ fase orgdnica

— ey Seuida da
Alimentagio 4 fase aquosa
dafase .y
crginica

FIGURA 06 : Coluna agitada por campénulas pulsantes

4.2. METODOS

4.2.1. Purificaciio da Goma do Cajueiro.

A goma do cajueiro amarelo, isenta de casca de arvore, foi purificada de acordo com

o método de MILLAS & RINAUDO (1991) modificado, como mostra o FIGURA 07. A
trituragiio da goma foi feita utilizando gral e pistilo. A precipitagiio utilizou 3 vezes o volume

de etanol, em relagio ao volume da solugio, permanecendo os oligossacarideos em solugio.
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4.2.2. Preparo das Solucdes Tampio

Fo1 utilizado o tampio fosfato de potdssio 15mM nos pH’s 6,0, 7,0 ¢ 8,0, preparado
de acordo com o0 MORITA & ASSUMPCAOQ (1986).

GOMA BRUTA

TRIFURACAO
v

DISSOLUCAO

v

FILTRACAO

v

_RECICLO DE, |ppECIPITACAG Eemx
ETANOL i

FILTRACAO Eela de Serigrafiade 110 fios

Seluggo 20% em HO
Temperatura ambiente

1° Tecido (Vuab
2" Tela deSerigrafiade 90 fios

SOBRENADANTE PRECIPITADO

L
RECUPERACAO LAVAGEM E‘Etanoi PA
DO ETANOL 3

* SECAGEM Efemperatm'a 34C
DESCARTE ‘

POLICAJU

FIGURA 07- Etapas de purificacio da goma do cajueiro de acordo com o método de
RINAUDO-MILLAS (1991} modificado
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4.2.3. Preparo das Solugdes de Polimeros

As solucgdes de polimeros foram preparadas no tampio fosfato de potassio 15 mM
(pH’s 6,0; 7,0 e 8,0), nas concentragdes dadas na TABELA 08.

TABELA 08- Soluges estoques de polimeros

Solugdo % (p/p)
Polissacarideo da Goma do Cajueiro 110000 30
Polbetileno Glicol 1500 70
Polietilenc Glicol 4000 50
Polietileno Glicol 8000 50

4.2.4. Preparo da Solucio de Tripsina

A solugio de tripsina foi preparada em 4gua na concentragio de 2 mg/mL.

4.2.5. Preparc dos Sistemas Bifisicos Aquosos

Para os experimentos de determina¢fio do diagrama de fases, foram preparados
sistemas de 8 g utilizando-se as solugbes de polimeros do item 4.2.3 e tampfo fosfato de
potassio 15 mM para a construgéo dos diagramas de fases e analises das "tie-lines". Apés a
pesagem, os sistemas foram agitados em Vortex durante 2 munutos e, em seguida,
centrifugados por 5 minutos a 500 rpm. Os sistemas utilizados para os estudos de partigio
da proteina modelo, foram sisternas de 4 g, utilizando as solugdes de polimeros do item
4.2.3 e tampdo fosfato de potassio 15 mM. Apds a pesagem os sistemas foram agitados em
Vortex durante 2 minutos e adicionados 400 ul. da solugio de tripsina (ttem 4.2.4). Os

sistemas foram novamente agitados por 2 minutos e centrifugados por 5 mmnutos a 500 rpm.
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4.2.6. Determinacio do Diagrama de Fases

A binodal foi determinada segundo método descrito por ALBERTSSON (1986), que
consiste em determinar as composi¢des das fases dos sisternas. Para concentragio em cada
fase de PEG e polissacarideo da goma do cajueiro foram feitas as andlises de PEG e 4cido

3,5-dinitrossalicilico respectivamente, e, a binodal foi tracada através dos pontos
representativos dessas duas fases.

4.2.7. Determinacao do Polietileno Glicol

A determinaciio do polietileno glicol foi feita segundo o método de SKOOG (1979).
Para quantificagdo do PEG, pesou-se 0,2 g da fase inferior e 1,0 g da fase superior e aferiu-
se a 50 mL com agua destilada. A 1 mL da solugio anterior adicionou-se 4 mL de 4cido
perclorico 0,5 M e homogeneizou-se; a 2 mL desta solugdio adicionou-se 0,5 ml de cloreto
de bario 5%, 0,5 mL de solugdo de iodo 0,01 M e 0,5 mL de acido perclorico 0,5 M. Apos
15 minutos de reacdo, a absorbincia foi lida a 535 nm. A quantificacio de PEG foi feita a

partir da curva de calibragdo, para os PEG's de diferentes massas moleculares (1500, 4000 ¢
8000) na concentragdo até 0,08 mg/ml.

4.2.8. CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

4.2.8.1. Determinacio das “tie-lines”

Sistemas obtidos experimentalmente pela mistura de diferentes concentraces de
Polietileno glicol e Policaju foram submetidos 3 analise de PEG do polissacarideo em ambas

as fases, a fim de se determinar as “tie-lines” de trabalho, para todos os pH’s, conforme
descrito na TABELA 09 abamxo .



TABELA 09- Composigio das “tie-lines”de trabalho dos sistemas de duas fases aquosas
PEG/POLICAIJU utilizados ao longo dos experimentos

POLICAJU (% p/p) PEG (%pip)

SISTEMAS TIE-LINE 1 TIE-LINE 2 TIE-LINE 3
PEG 1500-POLICAJU 21/13 22,5/13,8 e
PEG 4000-POLICAJU 18/9 20/11 22/13
PEG 8000-POLICAJU 16/9 18/11 20/13

4,2.8.2. Tempo de separacio das fases

O tempo requerido para a separagio das fases foi determinado para sistemas de 10 g.
Apoés agitagiio para misturas das fases, os sistemas foram deixados em repouso sob agdo da
gravidade até formacdo de uma mnterface visivel.

4.2.8.3. Razies de fases

Os volumes das fases dos sistemas (10 g) em estudo, preparados em tubos de
centrifuga graduados, foram usados para se determinar 4 razio das fases, Vs (volume da fase
superior)/ Vi (volume da fase inferior).

4.2.9. Determinaciio do Conteiido Protéico

A determunacdo da tripsina na fase superior foi feita de acordo com o método de
BRADFORD (1976) modificado. Devido a viscosidade da fase inferior, a concentragiio da
proteina nesta fase foi calculada através do balango de massa. O principio do método de
Bradford é baseado no fato que o corante “Coomassie Brilhant Blue” coexiste em duas
formas de cores diferentes: a cor vermelha e a azul. A forma de cor vermelha é rapidamente
convertida na outra forma, por liga¢do da parte cromofora do corante a proteina. A 400 pL
da fase superior adicionou-se 2 mL do reagente de Bradford e a absorbancia foi lida a 595
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nm antes de 15 minutos. O aparelho foi zerado com a fase superior de um sistema com a
mesma composicdo do sistema sem proteina, nas mesmas condigdes descritas para as
amostras. A quantificagio da tripsina foi feita a partir da curva de calibragio, na
concentragio até 200 pg de tripsina/mlL.

4.2.9.1. Preparaciio do Reagente de Bradford

O reagente de Bradford é preparado pela dissolugio de 100 mg de “Coomassie
Brilhant Blue” em 50 mL de etanol 95%, 100 mL de acido ortofosforico e aferido a 1 litro

com agua destilada. A solucgo € agitada por 1 hora e entfo filtrada. A soluglo € preparada
na auséncia de luz.

4.2,10- Cilculo do coeficiente de particio
O calculo do coeficiente de partigdio foi feito utilizando-se a formula descrita abaixo:

K = Concentraciio de Tripsina na Fase Superior

Concentragiio de Tripsina na Fase Inferior

4.2.11. EXTRACAO CONTINUA UTILIZANDO COLUNA DE CAMPANULAS
PULSANTES

4.2.11.1. Preparaciio dos sistemas de trabalho

Para os ensaios em continuo, a partir das observagdes realizadas para os
experimentos em batelada, foi selecionada uma “tie-line”(18%PEG 4000- 9% Policaju, pH
6.0) de modo que foi preparado sistema de 600 g, de acordo com a razio de fases, da
mesma forma que para o processo em batelada, ou seja, a partir de soluctes estoque de PEG
e Policaju. Os sistemas assim preparados foram agitados por 1 hora e deixados em repouso
“overnight” (para que o sistema nfo fungue). Posteriormente, as fases inferior ¢ superior

foram separadas para utilizagdo na coluna.
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Para os experimentos com transferéncia de massa, a proteina foi diretamente
dissolvida na fase dispersa (PEG) de modo a obter uma solu¢do com concentragio final de 2
mg/mL. A solugio foi entdo agitada por cerca de 1 hora até completa solubilizagio da

proteina.

4,2.11.2. Caracterizacio hidrodinamica do equipamento

4.2.11.2.1. Condicies operacionais

Para a operagio da coluna, com 2z finalidade da obtengio de dados para a
caracterizagio hidrodinimica do extrator, seguiu-se o procedimento abaixo:
1. Alimentou-se a coluna inicialmente com 80 mL da fase continua (fase rica em Policaju),
com a drenagem da fase continua e alimentagiio da fase dispersa fechadas até enché-la.
2. Adicionou-se 0 mecanismo de pulsagdo dos discos e, depois de ajustada a vazio de
entrada com a de saida da fase continua, procedeu-se entdo a alimentagio da fase dispersa
(fase rica em PEG) nas vazbes desejadas. Para este procedimento foram utilizadas 4 bombas
peristaltica e 1 canal, a fim de se garantir a velocidade de fluxo requerida para cada fase.

Neste trabalho foram analisadas algumas variaveis operacionais e geomeétricas sobre
a fragdio retida na fase dispersa (Hold up), transferéncia de massa e indice de recuperago na
coluna de campénulas pulsantes { TABELA 10).

TABELA 10- Variaveis estudadas na extragio continua

Variaveis Operacionais/ Geométricas Valores
Pulsaciio 1:3 1.5
Velocidade de Pulsagio {mi./min) 2,0
Nimero de campanulas 2
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4.2.11.2.2. Determinacio da fraciio retida na fase dispersa (Hold up)

Nos ensaios de extragio em continuo, apds se atingir o estado estacionario, em
condi¢bes de agitaciio e velocidade de fase dispersa pré-determinadas, foi determinado o
“Hold up” (H) da fase rica em PEG pelo método do estancamento. Neste procedimento sio
interrompidas simultaneamente a agitacio e todas as correntes de entrada e saida da coluna.
A coluna foi descarregada, as fases levadas & decantagio e os volumes das fases lidos em
proveta graduada. Esta técnica leva a medida de “Hold up”médio e calculado de acordo com

a seguinfe expressio:

H= volume da fase dispersa/ volume total do sistema

4.2.11.3. Experimentos de transferéncia de massa
4.2.11.3.1. Determinaciio do coeficiente de transferéncia de massa (Kda)

Para a determmacio do coeficiente de transferéncia de massa da proteina, a proteina
foi inicialmente dissolvida na fase PEG e esta foi alimentada através da fase continua, de
modo a se obter a transferéncia da proteina para a fase extrato. Amostras das fases continua
e dispersa foram recolhidas em correntes de saida em intervalos de tempo de 10, 20, 30, 40,
50 e 55 minutos de operagio, em condigbes pré-estabelecidas de velocidade de pulsacio,
velocidades das fases dispersa e continua e nimero de campdnulas, seguidas pelas
determinagBes das quantidades de proteina de acordo com o métode de BRADFORD
(1976).

Q coeficiente de transferéncia de massa foi determinado em termos da concentracio

de proteina nas fases dispersa € continua de acordo com a seguinte expressio:
Kda= Q/V.In (Cent — KCfc/Csai — KCfc)

Onde Kda, Q, V, Cent, Csai e K representam respectivamente, o coeficiente de transferéncia

de massa, a velocidade de fluxo da fase dispersa, o volume da fase continua, a concentragio
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de proteina na corrente de entrada da fase dispersa, a concentragdio de proteina na corrente
de saida da fase dispersa, coeficiente de particio. Toma-se para valor de Cfc, o valor médio
entre a concentracio final da fase continua e o valor micial da mesma fase, isto ¢, toma-se
para o valor de Cfc metade do valor de concentragio de soluto determinado para a fase
continua, pois o valor mnicial da fase continua sera zero (SAWANT et al., 1990).

4.2.11.3.2. Calculo do indice de recuperaciio do soluto

A eficiéncia de extragio para diferentes condigBes operacionais pré-estabelecidas foi
obtida através da expressdio proposta por KAWASE (1990), a qual se baseia nas

concentragdes da fase onde se encontra o soluto:

Ek=Cf-Crx 100
Cf

Onde: Cf é a fragio massica de soluto na alimentacgio e

Cr é a fragio massica de soluto no rafmado
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

A recuperagdo e purificacio de produtos biologicos € uma das areas da biotecnologia
que tem despertado maior interesse. Entre as técnicas empregadas para a recuperagio de
produtos bioldgicos, a extragio com sistemas bifisicos aquosos € uma das mais atrativas,
dadas as condigdes suaves que oferece a moléculas e particulas bioldgicas (ALBERTSSON
et al., 1990; CHRISTIAN et al., 1998).

Neste sentido, procurou-se estudar a aphcaciio de um polimero regional de baixo
custo a técmcas de separagio bifasica aquosa, possibilitando a reducio dos custos no
desenvolvimento de sistemas bifasicos aquosos como técmica alternativa a0s processos
tradicionais de recuperagio. Pretendeu-se mostrar que os dados compilados ao longo das
tltimas trés décadas para sistemas bifasicos aquosos formados por polimeros como a

Dextrana podem ser transpostos para sistemas formados por polimeros alternativos
5.1. DETERMINACAQ DOS DIAGRAMAS DE FASES
5.1.1. EFEITO DA MASSA MOLAR DO PEG NO DIAGRAMA DE FASES

Analisando-se os diagramas de fases para os trés PEG’s (1500, 4000, 8000), para
cada valor de pH estudado (FIGURAS 08, 09 e 10), observou-se um deslocamento das
binodais no sentido do PEG 8000 para o 1500, ou seja, quanto menor a massa molar do
polimero, maior a concentracdo necessaria para a formaciio de fases, estando este
comportamento de acordo com outros estudos previamente realizados (ALBERTSSON,
1986, VENANCIO e7 al., 1995; SZL.AG & GIULIANQ,1988; ZASLAVSKY, 1995).
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FIGURA 10- Diagramas de fases dos sistermas PEG  8000/POLICAJU, PEG
4000/POLICAJU e PEG 1500/POLICAJU no pH 8,02 27°C £ 2 °C

5.3. EFEITO DO pH NO DIAGRAMA DE FASES

Analisando-se ¢ comportamento de cada sistema, ndo houve um deslocamento
significativo das binodais na faixa de pH estudada (FIGURAS 11, 12 e 13). Nio foram
encontrados dados relevantes a cerca da influéncia deste parAmetro sobre a binodal em
sistemas polimero/polimero descritos na literatura.

FIGURA 11- Diagrama de fases do sistema PEG 1500/POLICAJU nos pH’s 6,0, 7,080 a
27°C+2°C
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FIGURA 12~ Diagrama de fases do sistema PEG 4000/POLICAJU nos pH's 6,0, 7.0 803
27°C+2°C
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FIGURA 13- Diagrama de fases do sistema PEG 8000/POLICAJU nospH's 6.0, 70e80a
27°C£2°C

Por outro lado, para sistemas PEG/sal, a variagao do pH provoca o deslocamento da
hinodal no sentide da maior concentragio dos constituintes das fases com a diminuigio do
pH (FRANCO, 1992; HUDDLESTON ef @/, 1991). Para os sistemas bifasicos PEG/ Sais
de fosfato estudados por VIDEIRA & AIRES-BARROS (1994), quando o pH diminui de 8
para 7 a propor¢do de H,PO, /HPO," aumenta e, devido a rejeigio do PEG por grupos
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(anions} multivalentes, uma maior concentragio de sal e/ou polimero sera necessaria para

obter um sistema bifisico. Estes resultados s3o corroborados por SARMENTO e
colaboradores (1994).

5.2. ESTUDOS DE PARTICAQ

A purificagio de proteinas usando sistemas bifasicos aquosos € influenciado por
varios parametros, tais como pH do sistema, tipo e concentracio de sais presentes no
sistema, a massa molar do polimero e concentragio e propriedades da proteina, como
estrutura, hidrofobicidade e massa molar (ALMEIDA ef al., 1998).

A partico de moléculas enire duas fases ¢ um fendmeno complexo devido ao
envolvimento de varios fatores nas interacOes entre o soluto e os componentes constituintes
das fases como as pontes de hidrogénio, interagdes entre cargas, forgas de van der Waals,
interagbes hidrofobicas e efeitos estéreos. Isto torna a massa molar e as propriedades
quimicas do polimero, o tamanho e propriedades quimicas do soluto particionado de
extrema importdncia. Uma vez que, a superficie da proteina € constituida por diversos tipos
de aminoacidos, as propriedades quimicas do polimero tem papel importante na partigio das
proteinas em SBA (HACHEM et al., 1996).

Devido a complexidade dos fendmenos de partigio, ¢ dificil prever o comportamento
da proteina e selecionar as condi¢Bes de separagio para se planejar um experimento
(HACHEM et al., 1996).

Neste trabalho caracterizou-se o sistema Polietileno glicol/POLICAJU e estudou-se
sua aplicaglo através da partigio de uma proteina modelo, a tripsina. A influéncia de
diversos parimetros como pH, massa molar do PEG, comprimento da "tie-line" na partigio
da proteina foram estudados. A composi¢io total dos sistemas assim como a composicio
das "tie-lines" estudadas nos experimentos de particio estio apresentadas nas tabelas a

seguir:
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TABELA 11- Diagrama de fases ¢ composigio das fases do sistema PEG 1500/POLICAJU
a27°Cx2°C,pH6,0

Composi¢io Total do Composigio da Fase Composicio da Fase

PEG 1500 Sistema (% p/p) Superior (% p/p} Inferior (% p/p}

"Tie-line" Goma PEG H,0 Goma PEG H,0 Goma PEG H;0
i 21 13 66 6,22 1845 7533 3697 7,15 5588
2 22,5 13,8 63,7 3,31 19,82 76,87 4042 797 516l

TABELA 12 -Diagrama de fases e composi¢io das fases do sisterna PEG 4000/POLICAJU
a27°Cz2°C,pH6,0

Composicdo Total do Composigdo da Fase Composicio da Fase

PEG 4000 Sistema (% p/p) Superior {%p/p) Inferior (%op/p)

"Tie-line" Goma PEG H,0 Goma PEG H,0 Goma PEG H0
1 18 9 73 5,52 13,54 8094 3635 237 61,28
2 20 11 69 1,66 1923 79,11 4322 0,63 56,15
3 22 13 65 059 2024 7917 4784 1.68 5048

TABELA 13- Diagrama de fases e composi¢io das fases do sistema PEG 8000/POLICAIJU
a27°C+2°C,pH 6,0

Composicio Total do Composi¢io Composicio
PEG 8000 Sisterna (% p/p) da Fase Superior(%p/p) da Fase Inferior (% p/p)

"Tie-lme" Goma PEG H0 Goma PEG H.0 Goma PEG HO

i 16 9 75 3,64 1333 83,03 3915 0,86 5999
2 18 11 71 1,33 1939 7928 4388 0,85 5527

3 20 13 67 0,35 21,56 78,09 4737 0,99 51,64




TABEILA 14- Diagrama de fases e composi¢io das fases do sistema PEG 1500/POLICAJU
a27°C+2°C,pH7,0

Composi¢io Total do Conposicdo da Fase Composigio da Fase

PEG 1500 Sistema (% p/p} Superior (% p/p) Inferior (% p/p)

“Tie-lme" Goma PEG H,0 Goma PEG H;0 Goma PEG H.0
1 21 13 66 873 1691 7436 3920 700 53,80
2 225 13,8 63,7 57 1989 7436 45,15 5773 49,12

TABELA 15- Diagrama de fases e composi¢io das fases do sistema PEG 4000/POLICAJU
a27°C+2°C,pH7,0

Composigio Total do Composigio da Fase Composicio da Fase

PEG 4000 Sistema (% p/p) Superior (%op/p) Inferior (%op/p)

"Tie-line" Goma PEG H,0 Goma PEG HQ0 Goma PEG H.0
1 18 9 73 10,93 10,25 78,82 3147 464 63,89
2 20 11 69 4,12 16,58 79,30 4843 0,98 50,59
3 22 13 65 1,29 2132 773% 5027 1,54 48,19

TABELA 16- Diagrama de fases e composigio das fases do sistema PEG 8000/POLICAJU
227°C+2°C, pH 7,0

Composigio Total do Composicio da Fase Composicic da Fase

PEG 8000 Sistema (% p/p) Superior(%p/p) Inferior (% p/p)

"Tielne' Goma PEG H;0 Goma PEG H,0 Goma PEG H,0
1 16 9 75 269 1369 83,62 4037 059 5904
2 18 11 71 080 1785 8135 4878 1,03 50,19

3 20 13 67 024 2013 7963 5243 1,25 4632
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TABELA 17- Diagrama de fases e composigio das fases do sistema PEG 1500/POLICAJU
a27°C £ 2°C, pH 8,0

Composicio Total do Composigio da Fase Composigio da Fase

PEG 1500 Sistema (% p/p) Superior (% p/p) Inferior (% p/p)

"Tie-lme" Goma PEG H;0 Goma PEG H,0 Goma PEG H,0
1 21 13 66 11,91 1686 7123 3508 745 5747
2 225 13,8 63,7 860 1980 71,60 3872 669 54,59

TABELA 18- Diagrama de fases e composigiio das fases do sistema PEG 4000/POLICAJU
a27°C+2°C, pHS,0

Composicdo Total do Composigdo da Fase Composicio da Fase

PEG 4000 Sistema {% p/p) Superior (%op/p) Inferior (%p/p)

"Tie-kne" Goma PEG H0 Goma PEG H0 Goma PEG H0
H 18 9 73 11,75 11,56 76,69 3449 236 63,15
2 20 11 . 69 400 1759 7841 42,55 1,74 5551
3 22 13 65 2,03 19,14 7883 4971 437 4592

TABELA 19- Diagrama de fases e composicio das fases do sistema PEG 8000/POLICAJU
a27°C+2°C, pH 8,0

Composigdo Total do Composicio da Fase Composicio da Fase

PEG 8000 Sistermna (% p/p) Superior(%p/p) Inferior (% p/p)

"Tie-line" Goma PEG H.O0 Goma PEG H.0 Goma PEG H 0
1 16 9 75 559 12,64 81,77 3899 097 60,04
2 18 11 71 232 1686 RB0,82 4376 1,41 54,83
3 20 13 67 1,63 22,18 76,19 4437 0,81 5482
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5.2.1. INFLUENCIA DA MASSA MOLAR DO PEG NA PARTICAO DA TRIPSINA

As FIGURAS 14, 15 e 16 demonstram a influéncia da massa molar do PEG no
coeficiente de partigo da proteina. De modo geral, com o aumento da massa molar do
polimero houve uma dimmnuicdo do coeficiente de partigiio (K) em todas as condigBes
testadas. Ao se adicionar a proteina no sistema PEG 1500 13%/POLICAJU 21%, pH 8,0,

nio houve a formacgio de fases.

BG21% P13%
BG225% P138%

pH B0 pH70 pH B0

FIGURA 14- Influéncia do comprimento da "tie-line" e do pH no coeficiente de partigio da
tripsina em sistema PEG 1500/ POLICAJU a 27 °C £ 2 °C
*G- POLICAJU, P- PEG

|BG20% P11%
IHG22% P13% |

pH 6.0 pH 7.0 pH 80

FIGURA 15- Influéncia do comprimento da "tie-line" e do pH no coeficiente de particiio da
tripsina em sistema PEG 4000/ POLICAJU a 27 °C + 2 °C
*G- POLICAJU, P- PEG
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BEG16% P9%
BG18% P11%
G20 P13%

D ag p , p ,Q
FIGURA 16- Influéncia do comprimento da "tie-line" ¢ do pH no coeficiente de partigho da
tripsina em sistema PEG 8000/ POLICAIUa 27°C £ 2°C

*G- POLICAIU, P- PEG

O PEG ¢ um polimero composto por grupos —CH,~CHay— ligados entre st por uma
ligagiio éter. A solubilidade das proteinas em solugfio deste polimero tem sido interpretada
por varios autores em termos dos efeitos do volume excluido do polimero (ATHA ef af,
1981; POLSON ef al., 1964). Segundo a teoria desenvolvida por estes autores, as proteinas
sdo excluidas estereamente de zonas do solvente ocupadas pelo polimero, sendo as
solubilidades proporcionais ao volume de solvente disponivel (solvente sem PEG). Assim,
quanto maior for o volume excluido do polietileno glicol, menor é o volume de solvente
disponivel, o que implica em uma diminuigdo de solubilidade das proteinas na fase rica em
polimero e conseqienternente uma diminuigio do coeficiente de partigho (ALBERTSSON,
1986). Sendo o PEG um polimero que possui um grupo hidroxila (—~OH) ligado a cada um
dos grupos —CHx~CHyr— termmats, é de se esperar que, para cada uma determmada
concentracio, a sua hidrofobicidade diminua com a dimmuicio da massa molar, uma vez que
aumenta a representacio daqueles grupos hidrofilicos terminais (KULA, 1985).

Estudos realizados para a particio de cutinase em sistemas PEG/Hidroxipropdamido
com polietileno gheol de massas molares 1000, 4000 e 8000 indicaram que partigio foi
pouco influenciada pela massa molar do PEG, uma vez que os coeficientes de partigio niio
demonstraram uma tendéncia regular. Devido ao efetto do volume excluido, a tendéncia
geralmente esperada seria um aumento nos coeficientes de partigho com a diminuigie do

peso molecular do PEG. Contudo, é importante considerar que a alteracio da massa molar
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do polimero torna necessario alterar a concentragio do mesmo, o que influencia o
coeficiente de partigdo no sentido contrario (ALMEIDA et al., 1998).

A mmportincia do massa molar da proteina também deve ser considerada, uma vez
que o efeito da massa molar do polimero estd muito relacionado com a massa molar do
biomaterial. De fato, a particio de aminoacidos ou proteinas de baixa massa molar ndo é
muito influenciada por variagBes da massa molar dos polimeros, nfio acontecendo o mesmo
com proteinas de maior massa molar (ALBERTSSON, 1986). Pode-se ter, como exemplo, o
coeficiente de particdo do citocromo C e B-galactosidase no sistema Dextrana 40 (0,18 e
0,24, respectivamente) com o correspondente valor no sistema Dextrana 500 (0,17 e 1,59,
respectivamente) {ALBERTSSON, 1986).

Em estudos realizados para a purificacio de cutinase em sistemas
PEG/Hidroxipopilamido (ALMEIDA et al., 1998) ja descrito acima, os autores também
observaram a importincia do peso molecular da proteina e do polimero, uma vez que a
cutinase apresenta baixa massa molar (22.000 Daltons) e que a partigio torna-se mais
sensivel 4 massa molar do polimero para proteinas com massa molar maior do que 50.000
Daltons (TJERNELD, 1992). Este comportamento da cutinase poderia ser comparado ao
comportamento da tripsina nos sistemas estudados, pois sua massa molar é de 25.000
Daltons.

Estudos de partigo do citocromo b5 (13.600 Da) em sistemas PEG/fosfatos
demonstraram um aumento no coeficiente de partigio com a diminuigio da massa molar do
PEG (8000, 3350, 1000 e 400) (SARMENTO et al., 1994). HUDDLESTON e
colaboradores (1991) estudaram o coeficiente de particio de proteinas de Saccharomyces
cerevisiae (levedura do pdo) em sistemas PEG/fosfatos, observando para PEG 400 e 10600
uma preferéncia das proteinas pela fase superior. Para ¢ PEG 3350, no entanto, a maioria
das proteinas se concentrou na fase inferior, mostrando o efeito pronunciado da massa molar
do PEG no coeficiente de particio. Estudos de partigio de albumina de soro bovina (BSA,
66.500 Da) realizados por CHRISTIAN e colaboradores (1998), demonstraram que a
alteracio da massa molar do PEG nfio teve um efeito significativo na variagio do coeficiente
de partigio para o sistema PEG/Arabinogalactana.

A particio de acido clavulinico no sistema PEG/fosfato de potassic ¢ muno
influenciada pela variagio na massa molar do PEG. Para PEG’s de baixa massa molar,
particdes semelhantes foram observadas para PEG 400 e 1000 numa mesma "tie-line", para
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pH 7 e 8. Para PEG de maior massa molar, 6000 e 4000, uma diminui¢io no coeficiente de
particio com o aumento da massa molar foi observado. O efeito da massa molar do
polimero pod_e ser atribuido ao aumento do numero dos grupos hidrofilicos terminais em
PEG de cadeia pequena, o qual diminui a hidrofobicidade total, e também ao efeito do
volume e:xcluido, que aumenta com o aumento da massa molar do polimero. Como o acido
clavulinico € uma molécula pequena, ela € provavelmente menos influenciada pelos efeitos
do volume excluido (VIDEIRA & AIRES-BARROS, 1994).

Estudos realizados por SCHIMIDT e colaboradores (1994) sobre a correlagio entre
o efeito da concentragio de proteina total e o comporiamento da partigio das proteinas
(amiloglucosidase, subtilisina ¢ mnibidor de tripsina em sistemas PEG 4000/ sais de fosfato
demonstraram que a solubilidade das proteinas em solugio de PEG é governada pelo efeito
de exclusfio estéreo e pela interagio hidrofobica entre proteina e o grupo etileno do PEG, o
qual é provavelmente responsavel pela alta solubilidade na fase rica em PEG de muitas
proteinas hidrofébicas. O PEG, sendo de natureza hidrofobica, tende 2 interagir fortemente
com as regides ndo-polares das proteinas (boa afimdade por residuos de ammoacidos
apolares).

52.2. INFLUENCIA DO COMPRIMENTO DA "TIE-LINE" NA PARTICAO DA
TRIPSINA

Analisando-se a influéncia do comprimento da "tie-line” no coeficiente de partigio da
tripsina, observou-se de modo geral, que a particic diminui com © aumento da "tie-line"
para os trés valores de pH's testados (FIGURAS 13, 14 e 15). A proteina se concentrou na
fase inferior em todas as condi¢Bes experimentais testadas.

Estudos realizados com a cutinase em sistema PEG 8000/hidroxipropilanudo bruto
demostraram um leve decréscimo do coeficiente de particio com o aumento da "tie-line".
Esta diminuigio da partigio se deve ao aumento da concentragio de PEG que causa a
exclusio molecular da proteina da fase superior, conforme discutido anteriormente
(ALMEIDA et al., 1998). O estudo da partigdo da a-lactoalbumina ¢ B-lactoglobulina em
sistemas PEG/hidroxipropilamido demonstrou que o aumento da "tie-line" provocou uma
maior afinidade das proteinas para fase inferior diminuindo o K (ORTIN er al., 1991).
STURESSON e colaboradores (1990) estudaram o efeito da concentragio do polimero na
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particio da glicose 6-P-desidrogenase e lactatodesidrogenase em  sistemas
PEG8000/Aquaphase PPT. Os resultados obtidos demonstraram que as enzimas se
concentraram preferencialmente na fase inferior com o aumento da "tie-line", semelhante ao
sistema PEG/Dextrana. Estudos recentes realizados por CHRISTIAN e colaboradores
(1998), também demonstraram a diminui¢io do K com o aumento de "tie-line” em um novo
sistema PEG/Arabinogalactana.

Analisando os sistemas polimero/sais observa-se, um efeito contrario frente aos
sistemas polimero/polimero. Estudos de particio do citocromo b5 em sistemas PEG/sais
fosfato demonstraram um aumento da particio com o aumento do comprimento da "tie-line"
(SARMENTO, 1994). VIDEIRA & AIRES-BARROS (1994) estudando a parti¢io de acido
clavulinico em sistemas PEG/sais de fosfato também observaram o aumento do coeficiente
de particio com © aumento do comprimento da "tie-line" para todos os PEG’s testados.

O efeito do comprimento da "tie-line" no volume livre em sistemas de PEG/Sais de
fosfato foi investigado por HUDDLESTON e colaboradores (1991). Abaixo do ponto
critico o volume livre da mistura PEG/Fosfatos é aproximadamente igual 4 soma dos
volumes livres das solugdes individuais daqueles componentes. Acima do ponto critico, o
volume livre da fase de cima, rica em polietileno glicol, permanece relativamente constante,
enquanto que o volume livre da fase de baixo, rica em fosfatos, diminui rapidamente em
resposta ao aumento da concentragio dos componentes do sistema. Comparando estes
resultados com os obtidos para as soluges individuais de polietileno glicol e de fosfatos
pode se concluir que o aumento do comprimento da "tie-line” promove um aumento da
concentracio de fosfatos na fase rica em sal, enquanto que na fase rica em polietileno glicol
esta permanece relativamente constante e igual ao seu limite de solubilidade em solugdes
daquele polimero. Na pratica, isto resulta no “salting-out™ das proteinas da fase rica em sal
para a fase rica em polietileno glicol e conseqiientemente num aumento do coeficiente de
partigio até que os limites de solubilidade das proteinas na fase rica em sal, motivada pelo
aumento da concentraciio de fosfatos, d4 origem 4 transferéncia daquelas da fase rica em sal
para a fase rica em polimero, aumentando o coeficiente de particio. O coeficiente de

particio de proteinas € pois um parimetro que depende das suas solubilidades relativas em
cada uma das fases.
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5.2.3. INFLUENCIA DO pHNA PARTICAO DA TRIPSINA

O pH é um fator importante no comportamento da particio de uma dada proteina e
deve estar sempre relacionado com o ponto isoelétrico da mesma.

Analisando-se os diferentes pH's (6,0, 7,0 e 8,0), ndo foi possivel estabelecer uma
correlacio da parti¢io da tripsina com o aumento do pH em todos os sistemas estudados
(1500, 4000, 8000). Para todos os pH's testados a tripsina particionou-se na fase inferior,
rica em goma (FIGURAS 13, 14 ¢ 15).

VENANCIO e colaboradores (1995) realizaram estudos de partigio de BSA (pl =
5,1) em sistemas PEG/Goma de guar, em condi¢Bes semelhantes as descritas neste trabé,lho,
para dois PEG’s (4000 e 8000) nos pH’s 6,0, 6,8 ¢ 8,0. Os resultados demonstraram um
leve aumento no coeficiente de particio com o aumento do pH em todos o0s sistemas
testados.

Para o sistema PEG/Hidroxipropilamido bruto estudado por ALMEIDA e
colaboradores (1998}, em diferentes pH’s (4,0, 6,0, 8,0, 9,0), o coeficiente de partigio da
cutinase (pI=7,8) demonstrou pouca alieraclio com a variacio do pH, embora um leve
aumento deste pardmetro foi detectado com o aumento do pH de 4,0 para 8,0, porém em
pH 9,0 o K foi menor do que em pH 8,0. Isto pode ser explicado com base nas propriedades
hidrofébicas do PEG, que pode se higar aos residuos hidrofébicos da proteina. FORCINITI e
colaboradores (1992), reportaram que as interagdes hidrofobicas sfo maiores no pH perto
do ponto iscelétrico da proteina e no nosso caso a faixa de pH estudada encontra-se
afastada do ponto isoelétrico da tripsina ( pI = 9,2 ), explicando assim o perfil de partigio
semeihante desta proteina nos diferentes pH’s.

5.2.4. COLUNA AGITADA POR CAMPANULAS PULSADAS

Com a finalidade de obter-se um equipamento para a realizagio de processos de
extragiio liquido-ligumido, visando a separagdo e purificagio de biomoléculas, é proposta e
desenvolvida neste trabalho uma mucro-coluna agitada por campanulas pulsantes, para a

extragdo em continuo.
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5.2.4.1. ESTUDOS PRELIMINARES NA MICRO-COLUNA PULSADA

Em face dos estudos preliminares realizados em batelada verificou-se que a “tie-line
1” é que a melhor apresentava resultados de transferéneia de tripsina da fase PEG (fase
dispersa} para a fase rica em Policaju (fase continua). Assim sendo, alimentou-se ambas as
fases na coluna e, na fase dispersa, dissolveu-se a proteina testada (inipsina), cuja
concentragio inicial foi de 0,459 mg/mL.
Analisando-se a FIGURA 17 verifica-se que apés 10 minutos de operagdo ocomreu uma
transferéncia de cerca de 44% de proteina da fase PEG para a fase Policaju, e este valor

manteve-se praticamente constante até 30 minutos de operagio da coluna.
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FIGURA 17- Transferéncia de tripsina da fase PEG para a fase rica em POLICAJU.

(Condigbes: nimero de campinulas:2; pulsagio 1:3; velocidade de pulsagio:
2.0 mL/min).
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A FIGURA 18 colocada a seguir mostra o resultado de outro teste preliminar (
condi¢des: numero de campénuias:zd;l_ pulsagéo 1:5; velocidade de pulsagdo: 2.0 mL/min) e
verificamos que nestas condigdes nfo ocorreu significativa transferéncia de proteina entre as
fases.
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FIGURA 18- Transferéncia de tripsina da fase PEG para a fase rica em POLICAJU
{Condigdes: nimero de campanulas:2; pulsacdo 1:5; velocidade de pulsagio:

2.0 mL/min).
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6 — CONCLUSOES

» O aumento da massa molar do PEG acarretou um deslocamento da binodal, sendo

necessaria uma menor concentracfio dos polimeros.

» Na faixa de pH estudada, nio ocorreu um deslocamento significativo das binodais
dos sistemas.

> A micro-coluna de campinulas pulsantes apresentou excelente desempenho e a

operagio fol estavel, em todas as condigdes estudadas.

» Os estudos preliminares de transferéncia de tripsina numa coluna de campénulas
pulsantes indicou que ocorren uma recuperagio de cerca de 40% (concentragio de
proteina) de tripsina na fase Policaju. (Condi¢cdes: nimero de campénulas:2; pulsaciio
1:3; velocidade de pulsagdo: 2.0 mL/min).
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Algumas sugestdes para trabalhos futuros:

v

Estudar a particio de outros bioprodutos no sistema caracterizado

Realizar experimentos variando a razio entre as vazdes das fases leve e pesada.
Avaliar novas variaveis operacionais e geométricas de modo a expandr o
conhecimento do extrator

Desenvolver correlaghes para a predigio do comportamento do sistema Obter
correlages para a Eficiéncia de Separacio, Indice de Recuperagio do soluto,
Coeficiente de Transferéncia de massa e Fragio de Retenc3o da fase dispersa.

Analisar economicamente o custo do processo e estudar a reciclagem dos produtos

formadores das fases
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