UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA

AREA DE CONCENTRAGAO: SISTEMAS DE
PROCESSOS QUIMICOS E INFORMATICA

UNICAMP
41BLIOTECA CENTRA.
QECAO CIRCULANT
Estudo da Extrac¢do de Tripsina em Sistemas

de Duas Fases Aquosas numa Micro Coluna

Autor: André Luis Sakaguchi Hirose

Orientador: Prof. Dr. Elias Basile Tambourgi

Dissertagio de Mestrado apresentada &
Faculdade de Engenhana Quimica como
parte dos requisitos exigidos para obtengdo

do titulo de Mestre em Engenharia Quimica

Margo / 2001

Campinas — Sdo Paunlo

gRiCans
I EseTncs CENTWE. j




miacE___ (e
- :g_g”ﬁéf»iig;‘ A i

[ Ex. :
OMBO Be/ M A A2
ROC. | éw%%&m_i

¢ 0 la

MGG 5ERAT 2

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA - BAE - UNICAMP

Hirose, André Luis Sakaguchi

Hol5e Estudo da extracio de tripsina em sistemas de duas
fases aquosas numa micro coluna / André Luis
Sakaguchi Hirose. --Campinas, SP: [s.n.], 2001.

Orientador: Elias Basile Tambourgi
Dissertacéo (mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica.

1. Biotecnologia. 2. Extraco por solventes. I
Tambourg}, Elias Basile. II. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Engenharia Quimica. IIL
Titulo.

H



Dissertagio de Mestrado . defendida por André Luis Sakaguchi Hirose . em 30 de margo de
2001 e aprovada pela banca julgadora constituida pelos professores doutores

f—// 2/4.,{ [ i‘:; i /

Maria Marta Neto— UNIBAN-SP

y 7
N
e jéa

i - S ST

Ana Paula Brescancini Rabelo-PUC-Pogos de Caldas

Elias Basile Tambourgi - UNICAMP

it



Esta versdo corresponde a final da Dissertagdo de Mestrado , defendida por André
Luis Sakaguchi Hirose , em 30 de margo de 2001

7
rd

-

Prof Dr Elias Basile Tambourgi-orientador



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Elias Basile Tambourgi, pela orientacdo, amizade, incentivo e apoio
para realizagdo deste trabalho.

A CAPES pelo apoio financeiro.

Aos meus amigos Candice, Amarildo, Vinicius, Fernanda, Juliana (Uberldndia),
Jalio, Juliana (Rio), Rodrigo, Arlan, Amnaldo, Giselle, Tatiana, Elaine, Eliana, Ana Claudia,
Rafael, Marta, Jones, Alexandre (Teixeira), Alexandre (Simdes), Gilsinei, Lurdinha,
Patricia e Victor pelo companheirismo e amizade durante o desenvolvimento do trabalho.

A amiga Ana Paula, pela amizade e pela preciosa ajuda e sugestdes dadas no
decorrer do trabalho. '

A secretaria Rosa, as analistas de sistemas Andréia e Joseane pela paciéncia,
amizade, apoio e incentivos prestados na execugdo deste trabalho.

Ao meu amigo Sérgio, pela amizade e colaboragdo no tratamento estatistico dos
dados.

Aos professores, funcionarios ¢ amigos da Faculdade de Engenharia Quimica da
Unicamp peia amizade, apoio € incentivo.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizagdo deste trabalho.



"Ha grandes homens que fazem com que todos se sintam pequenos. Mas o verdadeiro
grande homem é aquele que faz com que todos se sintam grandes.”

Gilbert Keith Chesterton, escritor inglés

Ry



RESUMO

A viabilidade da producio e comercializagdo de substdncias obtidas por
meio de processos biotecnologicos depende de técnicas de separagdo empregadas
na purificagdo dos compostos desejados. Algumas caracteristicas das misturas
envolvidas nesses processos, tais como baixa concentragdo inicial, necessidade de
produtos de alto grau de pureza, sensibilidade térmica e necessidade de preservar
as propriedades dos compostos, fazem com que esta etapa de punficagio exija um
processo econdmico e que seja biologicamente compativel com os produtos
envolvidos. Neste sentido, a extragdo liquido-liquido por sistemas aquosos

bifasicos se apresenta como uma técnica de separagao extremanmente interessante.

Tendo-se em vista o desenvolvimento de extratores mais eficientes, ¢
fundamental o estudo da hidrodindmica e dos mecanismos de transferéncia de

massa no interior dos extratores.

Este trabalho teve como objetivo principal o estudo de uma micro-coluna
agitada por campéanulas perfuradas pulsantes que foi usada para extragdo da
proteina. O sistema de agitagiio formado por campanulas pulsadas tem como
objetivo promover uma melhor mistura dos liquidos no interior da coluna e assim,
aumentar a transferéncia de massa. Os estudos foram realizados com sistemas de
duas fases aquosas formadas por PEG (polietileno glicol) e sal (fosfato de potassio
mono e bibasico). Realizou-se ¢ estudo da extragio em descontinuo, a fim de
encontrar-se as concentragdes de equilibrio e os melhores sistemas de extracdo
(concentragtes de PEG e de sal e massa molecuiar de PEG). A melhor condigdo

obtida fol usada na operagdo continua da micro-coluna.

Pbéde-se concluir que a coluna de extracdo testada teve um rendimento
superior de proteina extraida que os encontrados nos tubos de ensaio, ¢ ¢ adequada

para utiliza¢do em sistemas biotecnologicos.



ABSTRACT

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

aqueous two-phase systems is presented as an outstanding separation technique.

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

extractors are fundamental for the development of more efficient equipment.

The more goal of this work was the study of a micro-column stirred by bell-
shaped meshes for the extraction of a protein. The stirring system composed by the
bell-shaped meshes promotes a better mixture of the fluids in the inner side of the
columnn and, as a result, increase the mass transfer. The aqueous two-phase
systems studied were formed by PEG (polyethylene glycol) and salts (Potassium
Phosphate monobasic and dibasic). It was done bath experiments, for finding the
equilibrium concentrations and the better system for the extraction (PEG and salt
concentrations and polymer molecular weight). The better condition obtained was

used in the continuous extraction in the micro-column.

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

for use in biotechnological systems.
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3 Introducdo

1- INTRODUCAO

A modermzagdo dos processos industriais e a necessidade de se obter
produtos de melhor qualidade e viaveis economicamente, resultaram em grandes
avangos na area da Biotecnologia. Isto vém possibilitando a produc@o de proteinas
de interesse comercial por meio de processos fermentativos gque utilizam
microorganismos geneticamente manipulados. Neste sentido, a extragdo liquido-
liquido aplicada a biotecnologia € um campo tecnologico extremamente importante
para o desenvolvimento de novos métodos de extracdo e purificacdo de proteinas

("downstream processing").

A viabilidade da comercializagdo e da produgio em escala industrial de
substdncias obtidas por meio de processos biotecnologicos depende
significativamente das técnicas de separacio empregadas na purificagio do
composto desejado. Assim, a etapa de purificagdo requer um método biocompativel
e econdmico. As caracteristicas de baixa concentracdo inicial, elevado grau de
pureza dos produtos, a sensibilidade térmica e a necessidade de preservar as
principais propriedades dos compostos, tornam ¢ processo de producido oneroso

devido ao seu alto custo mdustrial.

Alguns métodos classicos de purificagdo geralmente utilizados no processo
de extragdo dos produtos obtidos por fermentagdo, envolvem multiplos
procedimentos entre eles vanas etapas cromatograficas com elevada perda de
tempo, levando, muitas vezes, a baixos rendimentos de recuperac¢io do produto.
Neste sentido, o emprego da extragdo liguido-liquido vem eliminar ou sinergizar o
uso de algumas destas operacOes com vantagens, pois ao contrario da maioria dos

processos exclusivamente em batelada existentes tais como cromatografia, os
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sistemas liquido-liquido podem ser aplicados em continuo; ou até mesmo como

etapa de pré-purificagdo cromatografica.

Os processos classicos de extragdo liquido-liquido consistem na separagio
dos componentes de uma mistura por contato entre duas fases liquidas imisciveis,
explorando a diferenga de potencial quimico entre um dos solutos e os solventes

para promover a transferéncia preferencial do mesmo entre uma fase € outra.

Embora tal processo possua um vasto historico de aplicagdes em larga escala
bem sucedidas nos mais variados segmentos industriais (como petroguimico e
farmacéutico), apresenta contribui¢do ainda muito modesta na purificagio de
bioprodutos tais como proteinas. Algumas caracteristicas especificas das proteinas
como moléculas em relagdo a aplicagdo direta e exclusiva dos solventes organicos
regularmente utilizados nos processos convencionais sdo responsaveis por este

fato, tais como:

As proteinas globulares em sua maioria s30 insolaveis nos solventes apolares;

Os soiventes organicos apresentam baixa ou nenhuma seletividade em relacio as

proteinas e seus contaminantes,

A exposicdo direta da proteina ao solvente pode causar sua desnaturagdo total ou

parcial devido a sua modificagio estrutural.

Assim uma das solugOes apontadas para sanar estes problemas e viabilizar a

extragdo liquido-liquido como processo de separagdo de proteinas foi proposta



5 Introdugdo

inicialmente por Luisi (1997, 1979) e Martinek er al. (1978), através da utilizac@o
de sistemas biomimeéticos, ou seja, sistemas que tivessem caracteristicas analogas

ao comportamento das membranas celulares semiporosas dos seres vivos.

Um outro meio que pode ser usado em processos de extrag@o liquido-liquido
sio os sistemas de duas fases aquosas. Os sistemas de duas fases aquosas podem
ser faciimente ampliados na escala de laboratorio para a planta piloto, sem mudanga
na natureza ou eficiéncia do processo. Além disso, desde que nao haja fase solida, a
mistura entre duas fases ¢ possivel e o transporte interfasico é rapido. As vezes,
muito pouco tempo € requerido para que a maioria dos sistemas bifasicos alcance ¢
equilibrio. Um outro ponto favoravel é que as fases sdo compativeis com quase
todas as proteinas conhecidas. Portanto, sistemas com duas fases aquosas ¢ uma
alternativa extremamente atrativa para a separagdo e purificagdo de proteinas, em
larga escala. Esses sistemas que vém sendo testados com sucesso sd3o sistemas
constituidos por duas fases aquosas imiscivels ou parcialmente miscivels, obtidas
pela adi¢do de dois polimeros hidrofilicos, como por exemplo, o polietileno glicol
(PEQG) e a dextrana ou de um desses polimeros e um sal, como por exemplo, o

PEG e o fosfato de potassio.

Rabelo er al. (1999) utilizaram uma coluna de campanulas pulsadas para a
extragdo do citocromo b5 num sistema de duas fases aquosas PEG/fosfato de
potassio, obtendo uma extragdo maxima de 80% em continuo e uma extragdo em

torno de 70% no estado estacionério, na freqiiéncia de pulsagdo 1 pulso/segundo.

Este trabalho tem como objetivo estudar a extragdo da Tripsina num
equipamento de extragdo que opera continuamente e com escoamento contra-

corrente, agitado por campanulas pulsadas.
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Primeiramente, foram realizados experimentos em descontinuo (tubo de
ensaio), sendo obtidos as melhores condi¢des de extragio, relacionadas ao sistema
de duas fases aquosas, por exemplo, massa molecular ¢ concentragdes de PEG e de
sal (fosfatos de potassio). Apds a determinagdo da melhor condigdo obtida em
descontinuo, esta foi usada na operagdo continua da coluna, a fim de avaliar o
comportamento do equipamento e do sistema durante a operagdo. Os pardmetros
analisados no equipamento foram a freqiiéncia de pulsacdo e a razdo entre as
vazdes das fases. Quanto & hidrodindmica foi analisada a frac@io retida da fase
dispersa ("hold up"). Quanto a transferéncia de massa, foi avaliado o indice de

recuperac¢io do soluto.
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] Revisdo da Literatura

2 — REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais de Proteinas

2.1.1 Proteinas

Berzelius cunhou a palavra proteina em 1838, para saltentar a importancia
dessa classe de molécuias. Proteina vem do grego Proteios. que significa "o que
vem em primeiro lugar”, sendo responsaveis pelo funcionamento das fungoes

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

As proteinas sdo moléculas orginicas mais abundantes nas células e
constituem 50% ou mais de seu peso seco. S#o encontradas em todas as partes de
todas as células, uma vez que s3o fundamentais sob todos os aspectos da estrutura
e fungio celular. Existem muitas espécies diferentes de proteinas, cada uma
especializada para uma funcao diferente. Além disso, a maior parte da informacaio

genética € expressa pelas proteinas.

2.1.2 A Composicio das Proteinas

Muitas proteinas foram isoladas em forma cristalina pura. Todas contém
carbono, hidrogénio, nitrogénio e oxigénio, € quase todas contém elementos
adicionais, particularmente fosforo, ferro, zinco, e cobre. Os pesos moleculares das
proteinas sdo extremamente elevados, porém, por hidrdlise 4cida, as moléculas

protéicas liberam uma série de compostos orgédnicos simples de baixo peso
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molecular, 0s ci-aminodcidos.

Existern 20 aminoacidos diferentes como mostrado na (Tabela 2.1). Todavia,
as possibilidades de formar proteinas diferentes constituidas por esse nimero
reduzido de mondmeros sdo espantosamente grandes. Utilizando-se apenas um
aminoacido de cada tipo, podem ser obtidas 2,4 X 10" moléculas diferentes. Como
as proteinas sdo compostas por centenas de aminoacidos € cada um deles podendo
estar presentes mais de uma vez, a probabilidade de constru¢do de moléculas

diferentes €, naturalmente, muito maior.

Tabela 2.1 - Abreviacdes dos aminoacidos

Aminoacido Abreviacdo de trés letras | Abreviacio de uma
letra

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Aspargina Asn N
Acido aspartico Asp D
Acido glutamico Glu E
Cisteina Cys C
Glicina Gly G
Glutamina Cln Q
Histidina His H
Isoieucina Ile I
Leucina Leu L
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Aminoacido Abreviacio de trés letras | Abreviacdo de uma
letra

Lisina Lys K
Metionina Met M
Felilanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Valina Val A%

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

chamado cadeia lateral ou grupo R:

COO
*HaN “—Ta -H
R

Figura 2.1 - Estrutura geral dos aminoacidos

As propriedades das cadetas laterais dos aminoacidos, as quais variam em
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estrutura, tamanho, carga elétrica e solubilidade em agua, sdo importantes para a

conformagcéo das proteinas e, portanto, para a sua fun¢éo.

Nas moléculas de proteinas, os residuos sucessivos de aminoacidos estdo
unidos entre si por ligacdes covalentes denominadas ligagbes peptidicas formando
cadeias longas ndo ramificadas chamadas de polipeptideos. Essas cadeias podem
ter de 100 a vanas centenas de unidades de aminoacidos ou residuos. Entretanto,
as proteinas n@o sdo meros polimeros casuais de varios comprimentos. Todas as
moléculas de uma dada espécie de proteina sdo idénticas em composigio,

seqliéncia e comprimento de sua cadeia polipeptidica.

Algumas proteinas possuem apenas uma cadeia polipeptidica. Por exemplo,
a ribonuclease (que € a enzima que catalisa a hidrdlise do acido ribonucléico), tem
uma cadeta polipeptidica simples, enquanto a hemoglobina (que é o pigmento
transportador do oxigénio dos globulos vermelhos), tem quatro cadeias

polipeptidicas.

2.1.3 A Conformacio das Proteinas

Cada tipo de molécula protéica tem, em seu estado nativo, uma configuragio
tridimensional peculiar, designada conformacgéo. Dependendo de sua conformagio,

as proteinas podem ser classificadas, como segue:

As proteinas fibrosas sfo materiais insohiveis em agua e solugdes salinas
diluidas e fisicamente resistentes. S8o constituidas de cadeias polipeptidicas

dispostas paralelamente ao longo de um tnico eixo, formando longas fibras ou
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laminas. As proteinas fibrosas sdo os elementos estruturais basicos do tecido
conjuntivo dos animais superiores. S0 exemplos: o coldgeno dos tenddes e da

matriz 6ssea, a a-queratina dos cabelos, chifres, pele, unha e pernas, e a elastina do

tecido conjuntivo elastico.

As proteinas globulares sdo soliveis em sistemas aquosos e se difundem
rapidamente. Suas cadeias polipeptidicas s3o firmemente arranjadas em forma
esférica ou globular compacta. A proteina globular usualmente tem uma fun¢do
movel e dindmica. Quase todas as enzimas, por exemplo, sdo proteinas globulares,
como sdo as proteinas plasmaticas com func3o transportadora, como a

soroalbumina e a hemoglobina.

2.1.4 Estruturas das Proteinas

Os termos especificos comumente usados para indicar os diferentes aspectos

ou niveis da estrutura protéica serdo definidos a seguir:

Estrutura primaria: refere-se ao esqueleto covalente da cadeia polipeptidica € a

seqliéncia de seus residuos de aminoacidos;

Estrutura secundaria: refere-se ao arranjo regular, repetitivo no espaco da cadeia
polipeptidica ao longo de uma dimensfo. A estrutura secundaria ¢ particularmente
evidente nas proteinas fibrosas, em que as cadeias polipeptidicas apresentam uma
conformagdo estendida ou espiralada longitudinal; ela ocorre também em

segmento das cadeias polipeptidicas nas proteinas globulares.



14 Revisdo da Literatura

o Estrutura tercidria: refere-se a maneira pela qual a cadeia polipeptidica encurva-
se ou dobra-se em trés dimensdes, formando a estrutura compacta firmemente

enovelada das proteinas globulares.

o Estrutura quaternaria: indica a maneira pela qual as cadeias polipeptidicas
individuals de uma proteina gue possua duas ou mais cadeias dispostas em relagdo
umas as outras. A maioria das grandes proteinas € formada por duas ou mais
cadeias polipeptidicas, geraimente sem ligag¢des entre elas. O termo conformacio,
mais geral, € usado para a combinagdo das estruturas secundaria e tercidria das

proteinas.

2.1.5 Desnaturacio

Todas as moléculas de uma mesma proteina apresentam, em condigles
fisiologicas, a mesma conformag¢do que ¢é denominada nativa. Esta é a
conformacgdo mais estavel que a molécula pode assumir naquelas condigdes e
reflete um equilibrio delicado entre as interacdes ocorridas no interior da molécula

protéica € entre esta e seu meio ambiente.

Ao se proceder ao isolamento e purificacdo de uma proteina, s&o
introduzidas alteragGes fisicas € quimicas no seu meio ambiente, que podem afetar
sua estrutura espacial a ponto de ocasionar a perda de sua funcdio biolégica. A
proteina € dita, entdo, desnaturada. A desnaturagio pode ser provocada por varios
tipos de tratamentos. O aquecimento da proteina nativa provoca rompimento de
ligagdes ndo-covalentes. Valores de pH muito baixo ou muito alto, afetando a
ionizagdo dos grupamentos da proteina conferem a molécula uma elevada carga

positiva (ou negativa), ocasionando repulsio intramolecular, com exposi¢do do
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interior hidrofébico. A adi¢Bo de solventes orginicos polares (alcoois, por
exemplo) ou de compostos com grande capacidade de formar pontes de hidrogénio
(uréia, por exemplo) determina a desnaturacdo da proteina, porque estes Ultimos
agentes estabelecem pontes de hidrogénio com radicais da proteina, substituindo

ligagdes que mantinham a estrutura nativa.

Os solventes organicos diminuem a solvatacdo dos radicais polares situados
na superficie da proteina. A desnaturacdo também pode ser ocasionada por
detergentes. Uma molécula tipica de detergente é composta por uma cadeia longa
apolar ligada a um grupo terminal carregado eletricamente. Estes agentes sdo
desnaturantes porque a introducdo de sua cauda hidrofobica (apolar) no interior da

proteina rompe interacdes hidrofobicas.

Retiradas das condi¢des desnaturantes, muitas proteinas podem reassumir
sua conformagdo nativa. A este processo se chama renatura¢do. A renaturagdo
demonstra que a estrutura tridimensional (nativa) de uma proteina ¢ uma
conseqiéncia de sua estrutura primaria. Para a maiona das proteinas, entretanto, a
desnaturacdo € irreversivel. Muitas delas, quando desnaturadas tornam-se
insoliveis. E o caso da albumina do ovo, quando aquecida, e da caseina, quando o

leite ¢ acidificado, por exemplo, através da ac¢do bacteriana.

2.1.6 Enzimas

Grande parte da histéria da bioquimica ¢ a histéria da pesquisa sobre
enzimas. A atividade das enzimas foi reconhecida primeiramente em estudos
antigos da digestdo no estdmago no periodo de 1780 a 1825. Mais tarde, Louis

Pasteur deduziu que a fermentaco do agucar a alcool pela levedura € catalisada
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por "fermentos” ou enzimas. Em 1860 ele postulou que elas sio inexplicavelmente
ligadas & estrutura ¢ a vida das células da levedura. Portanto, foi um grande
momento na histéria da pesquisa enzimatica quando, em 1897, E. Biichner
conseguiu extrair das células de levedura as enzimas que catalisam a fermentagdo

alcodlica.

Essa realizacdo demonstrou que as enzimas importantes que catalisam uma
das principais vias metabdlicas produtoras de energia, podem funcionar

independentemente da estrutura celular.

A primeira enzima isolada em forma pura, cristalina, fo1 a urease, isolada de
extratos de feijdo por J. B. Summer em 1926. Summer descobriu que os cristais
consistiam de proteinas, e ele sugeriu, contrariamente as opinides prevalecentes,
que todas as enzimas sdo proteinas. Entretanto, sua opinido ndo foi aceita
imediatamente, e foi 6 na década de 1930, quando J. Northrop isolou as enzimas
digestivas pepsina, tripsina, € quimotripsina em forma cristalina, que a natureza

protéica das enzimas foi estabelecida firmemente.

Hoje, mais de 1500 enzimas s3o conhecidas. Muitas foram isoladas em

forma cnistalina pura.

2.1.7 Propriedades Gerais das Enzimas

As enzimas catalisam rea¢8es quimicas que, de outra maneira, ocorreriam
apenas em velocidades extremamente baixas. Elas ndo mudam o ponto de

equilibrio das reagdes que catalisam. Elas sdo verdadeiros catalisadores, porque
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ndo sdo consumidas ou alteradas permanentemente durante a reagdo. Desde que
todas as enzimas conhecidas sdo proteinas, qualquer fator que pode prejudicar a
estrutura nativa das proteinas também causa uma perda da atividade catalitica.
Portanto, 0 aquecimento das enzimas, tratamento com acidos ou bases fortes, ou a

exposi¢do a agentes desnaturantes, destrdi a sua atividade catalitica.

As enzimas tém pesos moleculares que variam de 12.000 a mais de |
milhdo. Algumas enzimas consistem apenas de uma ou mais caderas
polipeptidicas, mas outras contém também algum outro componente quimico
necessario para a atividade, chamado de cofator. O cofator pode ser um metal, tal
como Mg, Mn, Zn ou Fe, ou uma molécula organica complexa, usualmente
chamada de coenzima. Alguma enzima requer tanto um fon metalico como uma
coenzima. Muitas vezes o cofator ¢ ligado firmemente 2 parte protéica da enzima.
Neste caso, 0 cofator € usualmente chamado de grupo protéico. Geralmente os
cofatores sdo estaveis quando expostos ao calor, enquanto que a parte protéica da

enzima ¢ 1abil nas mesmas condiges.

2.1.8 Classificacio e Nomenclatura

As enzimas so classificadas em seis grupos de acorde com o tipo de reagdo
que catalisam (tabela 2.2). Cada uma destas classes € ainda subdividida, de modo a
identificar sem ambigilidade cada enzima. Esta nomenclatura oficial €, na pratica,
muitas vezes desobedecida em favor de nomes mais simples ou que se tornam
classicos. Assim, por exemplo, a enzima que catalisa a remoc¢#o de elétrons do
etanol (portanto, uma oOxido-redutase) € comumente referida como &icool
desidrogenase, a enzima que transfere um grupo fosfato do ATP para a glicose

(uma transferase) é chamada glicoquinase. Mesmo nestes casos, 0§ nomes sdo
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dados de forma a indicar o substrato e o tipo de reaglo, sempre com o sufixo ase.
Ainda esta forma de identificacio apresenta excecdes, como € o caso das enzimas
digestivas: pepsina, tripsina, etc. Mas com um pouco de pratica, é possivel prever

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

Tabela 2.2 - Reagdes catalisadas por diferentes classes de enzimas

Classe Tipo de reacio
Oxido-redutases Oxido-redugdo
Transferase Transferéncia de grupos (A-X+B=A+B-X)
Hidrolases Hidrolise
Liases adi¢do de grupos a duplas ligagdes ou remogio de

grupos, deixando dupla ligacdo

[somerases [somerizagdo

Ligases Condensagdo de duas moléculas, associada a hidrélise

de uma ligagdo de alta energia

2.1.9 Especificidade Enzimatica

Geralmente hd uma grande diferenca de tamanho entre as moléculas de
enzimas e as de seus substratos (em uma reacgfio enzimética, os reagentes sdo
chamados de substratos). As enzimas sfo macromoléculas protéicas - mesmo as
mais simples sdo formadas de mais de uma centena de aminoacidos - € seus pesos
moleculares variam de 10.000 a alguns milh3es, enquanto o peso molecular dos
substratos é muitas ordens de grandeza inferior, como se pode observar na tabela

2.3,
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Tabela 2.3 - Pesos moleculares aproximados de enzimas e de seus

substratos
Enzima Substrato Peso molecular aproximado
Catalase 200.000
H.O, 34
Urease 500.000
Uréia 60
Fostfofrutoquinase 380.000
Frutose 6-fosfato 300
Glutamina sistetase 600.000
Glutamato 150

Embora toda a molécula enzimatica seja necessaria para a reagdo catalitica,
a ligagdo com o substrato se d4 apenas em uma porgdo pequena e bem definida da
enzima. Esta regidio a qual o substrato se liga ¢ chamada centro ativo da enzima. O
centro ativo € formado por alguns dos residuos de aminoéacidos presentes na cadeia
polipeptidica, trazidos a proximidade uns dos outros pelos dobramentos que
constituern a estrutura terciaria da proteina. O centro ativo, assim organizado,
constitui uma cavidade com forma definida aberta sobre a superficie da molécula
globular € permite a enzima "reconhecer” seu substrato. De fato, uma molécula,
para ser aceita como substrato, deve ter grupos quimicos capazes de estabelecer
ligagbes precisas com os radicais do centro ativo e a forma espacial adequada para
se alojar no centro ativo (figura 2.2). Na verdade, a aproximagdo e a ligagdo do
substrato induz, na enzima, um ajuste conformacional gue a torna ideal para a

catalise.
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Figura 2.2 - O centro ativo da enzima tem estrutura espacial especifica: a
ligagdo com o substrato ajusta a conformacdo enzimatica, tornando-a ideal para a

catalise.

Como cada enzima possui wma organizacio estrutural especifica, o seu
centro ativo permite a ligacio apenas do seu substrato, trazendo grande
especificidade para a catalise enzimatica. Esta especificidade, cujo grau varia entre
as enzimas, € sempre maior do que a apresentada pelos catalisadores inorgénicos.
Os fons H" , por exemplo, atuam como catalisadores de um grande nimero de
reagdes, incluindo a hidrélise de proteinas, polissacarideos e ésteres. As enzimas
proteoliticas, ao contrario, s3o especificas para a hidrdlise de proteinas, nao
atuando sobre carboidratos ou lipidios, para cujas hidrolises sdo requeridas

enzimas proprias.

Entre as enzimas proteoliticas aparecem diferentes graus de especificidade: a
pepsina hidrolisa ligacdes peptidicas das quais participam grupos carboxilicos
aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina) e a fripsing reconhece apenas
ligagdes peptidicas formadas por argimna ou lisina. Graus extremos de
especificidade podem ser encontrados entre as L-aminoxidases, por exemplo. Sio
enzimas capazes de reconhecer isdmeros na configuracido L, sendo inativas para

aminoacidos na forma D.
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2.1.10 Eficiéncia Catalitica

A estrutura e a forma do centro ativo sdo uma decorréncia da estrutura
tridimensional da enzima e podem ser afetadas por quaisquer agentes capazes de
provocar mudangas conformacionais na estrutura protéica. Isto torna a atividade

enzimatica catalitica dependente do meio ambiente, notadamente do pH e

temperatura.

A maioria das enzimas apresenta um valor de pH, para o qual sua atividade
€ maxima; a velocidade da reacdo diminui & medida que o pH se atasta desse valor

otimo, que € caracteristico para cada enzima, alguns desses valores sdo observados

na Tabela 2.4.

A influéncia do pH sobre a catalise enzimatica pode ser mais bem
compreendida lembrando que as enzimas apresentam grupos titulaveis nos
residuos de histidina, arginina, lisina, glutamato, aspartato, cisteina e tirosina,
Alguns destes grupos podem fazer parte do centro ativo ou serem importantes na
manutencdo da estrutura espacial da molécula. A cada valor de pH, alguns destes

grupos apresentam-se protonados ou desprotonados.

Existe uma concentracdo hidrogeniénica que propicia um determinado
arranjo de grupos protonados e desprotonados que leva a molécuia de enzima a
conformacdo ideal para exercer seu papel catalitico. Este pH drimo depende,
portanto, do nimero e tipo de grupos ionizaveis que uma enzima apresenta, ou
seja, depende de sua estrutura primaéria. Por outro lado, quando o substrato contém
grupos ionizaveis, as variagbes de pH também poderfo afetar sua carga. A

eficiéncia da catilise dependerd, entdo, de se encontrarem enzima e substrato com
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conformagdo e carga adequadas para permitir sua interagao.

Como ocorre com a maiora das reagOes quimnicas, a velocidade da reacio
enzimatica, que, a 0°C, apresenta valores proximos de zero, € favorecida pela
elevacdo da temperatura. O gradativo aumento da velocidade so se verifica
enquanto a enzima conserva sua estrutura nativa. Acirna de 50-55°C, a maiona das
proteinas globulares - enzimas inclusive - s@o desnaturadas. A desnaturagdo

provoca drasticas alteragdes conformacionais na molécula, acarretando a perda da

capacidade catalitica.

Tabela 2.4 - pH 6timo de enzimas

Enzima pH otimo
Pepsina 1.5
Fosfatase &cida 4.5
Urease 6.5
Tripsina 7.8
Arginase 9.7

2.1.11 Tripsina

Tripsina € uma serina proteinase, pertencente a uma classe de enzimas que
apresentam o residuo de aminoacido "Ser” em seu sitio ativo. Ela se forma no
intestino a partir do tripsinogénio originado nas células pancredticas. O
tripsinogénio € um precursor inativo sintetizado no pancreas, cuja ativagdo ¢ feita

pela clivagem de uma ligagdo peptidica no intestino delgado, formando assim a
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tripsina uma enzima ativa.

A propria tripsina possul efeito ativante, com isso, a ativagdo também
ocorre autocataliticamente. Durante a ativag@o se libera um hexapeptideo de
composigdo  Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys. A tnpsina  estd  envolvida,
cataliticamente, na hidrolise de ligacdes peptidicas, mas apenas aquelas em que o
grupo carboxila ¢ doado por um residuo de lisina ou de arginina,

independentemente do comprimento da seqiiéncia de aminoacidos da cadeia.

A tripsina cristalizada tem um peso molecular de 23.000 e sua atuagdo
otima ocorre em pH 7.8, ou seja, em meilo fracamente aicalino; € constituida por
223 aminoacidos. Como se disse, atua sobre as ligagdes entre lisina e arginina da

cadeia peptidica.

Ha mais de 5 décadas utiliza-se tripsina em grande escala na indusmma, o
que tem gerado uma enorme gama de artigos ¢ estudos de aplica¢d0 nos mais
diferenciados graus de pureza. Destacando algumas aplica¢des das mais citadas, €
utilizada em antiinflamatérios medicinais, como clarificadora de cerveja, em
"pool" enzimatico para detergentes, no tratamento de |& e como auxiliar no

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

2.2 Separacio e Purificaciio de Proteinas

Desde que as diferentes proteinas diferem em contelddo e sequéncia de
aminoacidos, elas contém razdes diferentes de aminoacidos com grupos R 4cidos e

basicos. Portanto, as proteinas diferem nas suas curvas de titulagio acido-base e
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nos seus pontos isoelétricos (pl), o pH ao qual elas ndo se movemn num campo
elétrico (tabela 2.5). E também elas diferem umas das outras através de
propriedades caracteristicas, tais como: solubilidade, peso molecular, carga elétrica
e afinidade por determinados compostos. O método de purificagdo a ser escolhido
dependera da proteina em particular que se pretende isolar e, usualmente,

empregam-se combinagdes seqiienciais de diferentes métodos.

Tabela 2.5 - Ponto isoelétrico de algumas proteinas

Proteina pH iscelétrico

Pepsina <10
Albumina de ovo 4.6
Soroalbumina 4,9
Urease 5,0
B-lactoglobulina 52
y-globulina 6.6
Hemoglobina 6,8
Mioglobina 7,0
Quimotripsinogénio 9.5

Citocromo 10,65
Lisozima 11,6

2.2.1 Dialise

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

atravessam a membrana de dialise (figura 2.3}).

@) b) c}

Figura 2.3 - Dialise

2.2.2 Filtracdo em Gel

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

proteinas e moléculas ou ions pequenos (como na dialise).
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Figura 2.4 - Filtracdo em gel

2.2.3 Eletroforese

Em um mesmo pH, proteinas diferentes apresentardo cargas liquidas
diferentes, o que determinara velocidades de migragio diferentes se as proteinas
forem submetidas a um campo elétrico. Este é o principio da eletroforese. A
mistura de proteinas € aplicada sobre um suporte inerte, constituido por papel ou
poliacrilamida. Depois de submetidas por algum tempo a uma diferenca de
potencial adequado, a posigdo das diferentes proteinas € revelada por coloragio

especifica para proteinas (figura 2.5).
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Figura 2.5 - Eletroforese

2.2.4 Cromatografia de Afinidade

Proteinas que apresentem afinidade especifica por algum composto podem
ser purificadas por cromatografia de afinidade. O principio do método consiste em
ligar o composto pelo qual a proteina tem afinidade (ligante) a uma matriz
insoltvel e, com este material, preparar uma coluna. A mistura de proteinas €
passada pela coluna: a proteina de interesse fica adsorvida 4 coluna, gragas a
interagdo ndo-covalente com o ligante, e as outras proteinas passam livremente. A
proteina adsorvida pode ser diluida, por adigdo de solucdo concentrada do ligante
(figura 2.6). Se a proteina for uma enzima, o ligante pode ser o substrato, o
produto ou um inibidor competitivo. No caso de purifica¢do de anticorpos, o

ligante utilizado ¢ o antigeno.
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Figura 2.6 - Cromatografia de afinidade
2.2.5 Extracio Liquido-Liquido

Uma situagdio muito comum na Engenharia Quimica ¢ a separacio dos
constituintes de uma mistura liquida homogénea composta de dois ou mais
componentes. Para realizar esta separacdo existem varios métodos cuja aplicagdo
¢ limitada pelas caracteristicas fisicas e quimicas dos componentes da mistura a ser
separada, pelos custos dos processos de separagdo e pelas condigbes disponiveis

para a implantagdo do processo escolhido.

A extragio liquido-liguido, um dos principais métodos de separacdo adotatos
industrialmente, ¢ um processo que envolve a transferéncia de massa entre dois
liquidos imisciveis ou parcialmente misciveis. Na extragdo liquido-liqudo, a
separagdo de um componente de uma solucdo liquida homogénea ocorre pela
adicdo de um constituinte liquido, insolivel ou parcialmente solivel. O soluto
difunde-se no solvente com uma velocidade caracteristica até atingir as
concentracdes de equilibric em cada uma das fases formadas. Este processo de

separacio ¢ baseado na distribui¢do do soluto entre duas fases e na miscibilidade

et
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parcial dos liquidos.

O conhecimento das relagdes de equilibrio de fases ¢ fundamental para as
andlises quantitativas para o processo de extragdo. As relagbes de equilibrio de
fases sdo baseadas em principios termodindmicos e representadas por diagramas
estabelecidos por leis de distribui¢io dos constituintes entre as fases. Na extragéo
liquido-liquido, o efeito de pequenas variagdes de pressdo sobre o equilibrio é
insignificante, restringindo a atengdo a influéncia da temperatura e da concentragdo

(Coimbra, 1995).

Geralmente, a extragdo liquido-liquido é empregada nos casos em que os
componentes sejam sensiveis a temperatura requerida para a separagdo, quando o
componente desejado seja pouco volatil e esteja presente em pequena quantidade
na solugdo ou quando a separagao por outros métodos tenha alto custo, entre outros

casos.

Quanto 4 viabilidade econdmica dos processos que empregam a extracdo
liguido-liquido, esta é fortemente influenciada pelos custos do equipamento e
pelos custos de recuperacdo e reposicio do solvente. O custo de operacdo de um
extrator liquido-liquido {(consumo de energia mais manutengdo) € geralmente

negligenciavel comparado aos outros fatores (Hanson, 1968 a e b).

Embora aplicada com sucesso ha muito tempo, como uma técnica de
separacdo laboratorial, sua utilizagdo a nivel industrial iniciou-se nas primeiras
décadas do século XX, quando se procurava um método que resolvesse o problema
da remogdo de hidrocarbonetos aromaticos do querosene. Principalmente depots da

Segunda Guerra Mundial, teve grande desenvolvimento na industria, alcan¢ando
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os mats diversos setores. Atualmente, € empregada com sucesso, em larga escala,
em varios setores industriais tais como, extragio de metais, extra¢fio de compostos
organicos, como acidos e alcool, purificacdo de antibidticos, industria farmacéutica
¢ para tratamentos de efluentes industriais, entre outros. Sua maior aplicacdo
concentra-se na industria petroquimica. Mais recentemente, a extra¢do liquido-
liguido vem sendo estudada e aplicada na area de Biotecnologia para a purificagdo

e extracdo de biomateriais, como enzimas e proteinas.

Alguns fatores que estimulam o emprego da extracdo liquido-liquido s&o

(Humphrey, 1984):

Perspectivas de economia em comparacio a outros processos de separacgdo.

Possibilidade de evitar a degradagio de compostos, devido ao efeito da

temperatura, que pode ser causada por processos de separagio que fazem uso da

energia térmica.

Desenvolvimento de equipamentos de extragdo bastante eficientes e que

promovem um contato entre as fases mais efetivo.

Melhor entendimento dos principios para o desenvolvimento, projeto e aumento de

escala do processo de extracado.

A extragio liquido-liquido pode ser realizada de diversas formas por meio de
varios tipos de equipamentos, mas sempre seguindo 0s mesmos principios basicos

de contato entre os liguidos, transferéncia de massa, equilibrio de fases e separagdo
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de fases. Esta separagdo de fases comumente ocorre pelo processo de decantagio

(Rabelo, 1995).

2.2.6 Conceitos Basicos

Em um processo de extragdo liguido-liquido, sfo usadas as seguintes

denominacoes:

SOLLUTO - € o constituinte a ser extraido € que se encontra dissolvido no

diluente;

ALIMENTACAO - ¢é a solu¢io constituida pela mistura do soluto e

diluente, a qual se deseja separar;

SOLVENTE - E o liquido destinado a extrair os solutos da solugdo de

alimentacdo;

DILUENTE ou INERTE - ¢ o liquido no qual se encontram dissoividos os

solutos, € umn dos componentes de alimentagio;

EXTRATO - ¢ a fase liquida rica em solvente, que contém o soluto extraido

dissolvido. E uma corrente de saida da coluna;

REFINADO - ¢ a fase liquida que retém essencialmente o diluente ou

inerte. E também uma corrente de saida da coluna.
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Os solventes utilizados devem ser compostos que tenham densidades
diferentes da densidade de alimentagdo. Por esse motivo, as expressdes "fase leve"”
e "fase pesada" sdo usadas para nomear as correntes que fluem na coluna. A fase
de menor densidade ¢ chamada de "fase leve" e a fase de maior densidade €

chamada "fase pesada”.

Durante um processo de extragdo varios padrles de comportamento
acontecem no interior do extrator, sendo que alguns desses fenémenos prejudicam

o processo de transferéncia de massa. Os fendmenos mais conhecidos sdo

definidos a seguir:

"Hold-up" - € a fragdo de retencdo da fase dispersa, que € a razdo do volume
da fase dispersa que fica retida no interior do equipamento pelo volume total do

equipamento.

Inundacdo - ocorre quando as condi¢les de operacdo na coluna impedem o
escoamento contracorrente das fases e a dispersdo de uma fase na outra. Nessa
situagdo, as correntes entram e saem da coluna em uma mesma extremidade.

Assim, ndo ha contato entre as fases e a transferéncia de massa nao € possivel.

"Backmixing” (ou mistura axial) - € o retorno axial da fase dispersa. A fase

dispersa escoa em sentido oposto ao esperado. Ele faz com que o gradiente de
concentragdo, que € a for¢a-motriz da transferéncia de massa na coluna, diminua,
prejudicando a taxa de transferéncia da massa e a eficiéncia de separacdo. A alta
velocidade da fase continua pode fazer com que esta carregue as gotas da fase
dispersa em sentido oposto ao do escoamento dessa fase. Pode ocorrer também

devido a presenga de gotas muito pequenas ou turbuléncia excessiva.
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"Backflow” - é o retorno axial da fase continua. Ocorre quando a fase

continua € carregada em dire¢o oposta a esperada (Hanson, 1968 b).

Coalescéncia - ¢ um fator importante em processos de extragdo liguido-
liquido. A coalescéncia € necessaria para a separacdio das fases, mas em

determinadas condi¢des, ¢ prejudicial a extracdio, por aumentar o tamanho das

gotas.

A coalescéncia se opde a geracdo de gotas no interior da coluna e consiste na
recombinagio de gotas, originando gotas maiores ou "porgdes” da fase dispersa
nos estagios da coluna. Este comportamento esta relacionado com a quantidade de
gotas presente na mistura entre as fases e com a freqiiéncia de colisdo das gotas.
Segundo Hanson (1968 a), a coalescéncia das gotas da fase dispersa em uma fase
continua € fundamental para ocorrer a separacio das fases. Em geral, quanto menor
o tamanho das gotas, mais lento & a coalescéncia e maior sera a tendéncia da
solugdo emulsificar. Por outro lado, se a agitacio imposta as fases € pouco intensa,
a coalescéncia também podera ocorrer, desde que ndo haja o fomnecimento de

energia suficiente para promover a fragmentacio do liguido em gotas (Gots, 19995).

2.2.7 Equipamentos Usados nos Processos de Extracao

A escotha de um extrator é funcio da natureza dos produtos e das
caracteristicas fisicas e quimicas do sistema em estudo, além de ser funcdo do

desempenho do equipamento, considerando-se as condigdes de extragéo.

Para o desenvolvimento de equipamentos de extragdo liquido-liquido, deve-
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se avaliar, além do sistema de trabalho, os dados de equilibrio e de transferéncia de

massa nas temperaturas de interesse.

A utilizagdo de extratores verticals nos processos de extragio liquido-liquido
¢ justificada pelo fato desses equipamentos ocuparem pequena area, terem boa
eficiéncia de separacdo e apresentarem facilidades de operacdo e manutencio.
Além disso, nesses equipamentos, O processo de transferéncia de massa e
separacdo das fases € mais rapido e o sistema pode atingir o equilibrio ou
aproximar-se dele em um periodo de tempo menor do que em outros tipos de

equipamentos.

Existe um grande numero de equipamentos desenvoividos para a aplicagdo
da extracdo liquido-liquido, que podem ser classificados de acordo com os
principios gerais de operacdo e construg¢do. Varios autores, entre eles Hanson
(1971), dividiram os extratores em duas categorias, de acordo com o tipo de

contato entre as fases:
1) Sistemas de contato e separacio de fases em estagios

No caso de operacgao em estagios, o fluxo difusional de matéria entre as fases
ocorre de maneira a reduzir a diferenca de concentracdo que causa este fluxo. Se
prosseguir por um tempo suficiente, um equilibrio € estabelecido, depois do gual
nenhum fluxo difusional ocorre. A taxa de difusio e o tempo determinam a
eficiéncia do estdgio que pode ser alcangada. Nesta categoria, enquadram-se oS
misturadores-decantadores. Estes sistemas sdo formados por uma série de tanques
misturadores-decantadores, onde a solucdo e o solvente sdo misturados até serem

atingidas as concentragdes de equilibrio em ambas as fases. Apos isso, deixa-se
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decantar a fase mais densa e faz-se a separacdo das fases antes delas passarem ao

proximo estagio. Um esquema destes sistemas é mostrado na figura 2.7,
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Figura 2.7 - Esquema de um sistema de contato e separagdo em estagios

(misturadores-decantadores).

Nestes equipamentos, obtém-se altas eficiéncias de separacio em cada
estagio. A grande desvantagem destes equipamentos € o grande espago fisico
requertdo para sua instalacdo, principalmente nos casos em que O tempo para

atingir o equilibrio ou a decantag3o da fase densa € muito grande.

2) Sistemas de contato diferencial (continuo)

Nos sistemas diferenciais, os liquidos escoam continuamente e, geralmente,
em contracorrente, sendo que os equipamentos sao normalmente colunas verticais.
O escoamento em contracorrente ocorre em fungio da diferenca de densidade entre
os liquidos em contato na coluna. A fase mais densa é alimentada no topo e flui de
maneira descendente no interior da coluna e a fase menos densa ¢ alimentada na
base ¢ flut em diregio ao topo da coluna. As colunas de contato diferencial sdo

equipamentos mais compactos e ocupam um menor espaco fisico que o0s
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misturadores-decantadores.

Esta categoria ainda pode ser subdividida em outras classes, de acordo com a
maneira de promover as misturas das fases. A seguir, s40 mostradas essas classes ¢

alguns exemplos de equipamentos de cada uma delas.

A.l -Colunas sem agitacio mecinica e separacio pela gravidade

Extratores de mdltiplos estigios, como por exemplo, as colunas de pratos

perfurados.

Colunas "Spray”

Colunas Recheadas

Na figura 2.8 sdo mostrados os esquemas de colunas recheados e "spray”

respectivamente.
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Figura 2.8 - Esquema de colunas recheadas (a) e "spray” (b)

Nestes equipamentos, a forma de promover o contato entre as fases e,
portanto a transferéncia de massa, ¢ a agdo da forca gravitacional, devido a
diferenca de densidades entre as duas fases. S30 o0s mais simples extratores
diferenciais usados na extrag¢do liquido-liquido. Eles apresentarn baixo custo de
instalagio e manutengdo € ocupam reduzidos espacos fisicos. A principal
desvantagem € a baixa eficiéncia de separagdo obtida, j4 que muitas vezes ndo se

consegue uma boa mistura entre as fases. Ha a possibilidade de formagdo de

caminhos preferenciais e zonas de estagnagio.

A-2- Colunas com agitacdo mecinica e separaciio gravitacional
o Coluna de fluxo pulsado
o Coluna de pratos pulsados

o RDC (Coluna de Discos Rotativos)
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Nestes equipamentos, além da forga da gravidade, tem-se a agao da agitagao
promovida mecanicamente, que pode ser transferida ao sistema por meio de
pulsagdes ou sistemas rotativos. Por exemplo, nas colunas pulsadas, além da forga
da gravidade, existe a ac3o da agitacdo causada pelas pulsagdes, agindo
conjuntamente como forga-motrz para a transferéncia de massa na coluna. Nestes
equipamentos, a eficiéncia de separagdo cresce bastante em relacio aos
equipamentos da classe anterior. A principal desvantagem € o maior consumo de

energia, necessario para produzir as pulsagdes.

Na figura 2.9 sdo mostrados esquemas de colunas pulsadas.
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Figura 2.9 - Esquema de colunas de fluxo pulsado (a) e de pratos pulsados

(b)-
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A.3-Contatores Centrifugos

Extrator Podbielniak

Extrator Luwesta

Extrator de Laval

Estes equipamentos utilizam a forga centrifuga como for¢a-motriz para a
transferéncia de massa. Eles sdo de desenvolvimento mais recente, possuem alta
eficiéncia de separagdo e ocupam reduzido espago fisico. A desvantagem € o seu

alto custo de implantagdo.

2.2.8 Colunas Pulsadas

As colunas agitadas por pulsacdes, apesar de utilizarem mais energia em sua
operagdo, 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 agitagdo (pulsacdo) ¢
introduzida no sistema na mesma dire¢io de escoamento das correntes no interior
da coluna, o que deve favorecer um contatc mais intenso entre as fases, sem

prejudicar o escoamento de ambas as fases.

O primeiro trabalho apresentado sobre colunas agitadas por pulsagdes foi

proposto por Van Dijck (1935). Neste trabalho, o autor propds um novo tipo de
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equipamento para extragdo liquide-liquido, com a principal finalidade de obter-se
o maximo contato entre duas corrente liquidas. O principio de funcionamento desta
coluna consta basicamente do seguinte: as correntes liquidas sdo introduzidas em
contracorrente, formando por¢des de cada uma delas nos varios compartimentos da
coluna. Assim, em cada estagio (cada secdo da cotuna formada por um prato) sio
formadas duas camadas liquidas distintas, a superior de liquido 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, o liquido leve ¢ injetado nos furos do prato superior.

Van Dijck (1935) propos também um outro tipo de coluna, em que os pratos
sdo fixos e os fluidos pulsados por meio do emprego de bombas alternativas. Este
equipamento, conhecido como coluna de fluxo pulsado, também apresenta boas
taxas de eficiéncia, segundo os autores. J& que estes extratores n#o tém partes
movels, encontram extenso usc no processamento de solugdes radiativas em
trabalhos com energia atémica, onde podem ser colocados sob pesados campos de

radiacdo sem requerer manutengio (Treybal, 1968).

Varios autores, entre eles Smoot e Babb (1962), Duarte et al (1992),
Khemangkorn et al (1978) e Gdis (1995), ja apresentaram estudos sobre colunas
agitadas por pulsagdes, porém, a maioria se refere as colunas com fluxo pulsado.
Todos os trabalhos mostram que este tipo de equipamento ¢ bastante eficiente. Os
sistemas liquidos estudados nestes trabalhos foram formados por 4gua/ solventes

organicos.

Duarte et al (1992) apresentaram um estudo da hidrodindmica e transferéncia
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de massa em uma coluna pulsada de discos e coroas. O sistema liquido ternario
usado foi agua-acido malico-alcool amilico, sendo que a transferéncia de massa se
realizou da fase continua (agua) para a fase dispersa (alcool amilico). A
intensidade de pulsagfo, definida pelo produto da amplitude e freqiiéncia, variou
de 0,6 a 1,8 crv/s. Verifica-se que ha um aumento de eficiéncia com o aumento da
velocidade de pulsagdo até um maximo, a partir do qual esta comega a diminuir.
Eficiéncias superiores a 90% foram encontradas (esta eficiéncia ¢ baseada na
compara¢do com o equilibrio - Eficiéncia de Murphree). Os dados de equilibrio

para este sistema foram determinados experimentalmente.

Khemangkorn et al (1978) analisaram a influéncia da direcdo de
transferéncia de massa e de varios pardmetros no desempenho e na eficiéncia de
uma coluna de fluxo pulsado. Observou-se que a diregdo de transferéncia de massa

exerce pouca influéncia sobre a altura de uma unidade de transferéncia.

2.2.9 Transferéncia de Massa em um Processo de Extracio

Liquido-Liquido

E de fundamental importancia no estudo da extragdo liquido-liquido ou de
um extrator em particular, a avaliagdo da transferéncia de massa nesse
equipamento. O estudo da transferéncia de massa visa principalmente avaliar o
quanto o sistema se aproxima do equilibrio, possibilitando assim definir um limite
ideal de operagdo para © extrator. Sabe-se que na extracdo liquido-liquido, o
processo de transferéncia de massa é governado, principalmente pela difusdo (Lo

et al, 1982).

Analisando os trabalhos publicados, observou-se gque os estudos de
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transferéncia de massa relacionam-se, principalmente, a analise do didmetro médio
das gotas, numero de estagios tedricos, altura equivalente a um estagio tedrico,
coeficientes de transferéncia de massa, numero de unidades de transferéncia de

massa e eficiéncia de extragdo.

Assim, neste item sdo apresentados os principios basicos da transferéncia de
massa em processos de extracdo liquido-liguido, come também. os meios de

representar a eficiéncia nestes processos.

2.2.10 Principios da Transferéncia de Massa

Quando um sistema contém urn ou mais componentes cujas concentragdes
variam de ponto a ponto no sistema, ha uma tendéncia natural de massa ser
transferida, minimizando as diferencas de concentragdo no sistema, ja que de
acordo com a segunda ler da termodindmica, sistemas que ndo estido em equilibrio
tendem a alcancar o equilibrio com o menor tempo. O transporte de um
constituinte de uma regido de maior concentracdo para outra de menor

concentracio é chamado "transferéncia de massa’”.

A transferéncia de massa ocorre tanto pelo mecanismo molecular quanto
pelo mecanismo convectivo. Estes mecanismos tém se mostrado diretamente
dependentes do gradiente de concentragio das espécies difundindo-se em uma
fase. Quando o equilibrio ¢ estabelecido, o gradiente de concentragdes e, por sua
vez, a taxa de difusdo das espécies, tornam-se zero na fase. A transferéncia de

massa entre duas fases requer um afastamento do equilibrio.
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O mecanismo de transferéncia de massa depende da dinamica do sistema no
qual ocorre. A massa pode ser transferida por movimento molecular randémico em
fluidos sem movimento ou pode ser transferida entre um fluido em movimento e
uma superficie ou entre dois fluidos relativamente imisciveis, em movimento,
sendo dependente das propriedades de transporte e das caracteristicas dindmicas do
escoamento. O primeiro caso ¢ caracteristico de transteréncia de massa molecular e

os dois outros casos s30 caracteristicos da transferéncia de massa convectiva.

2.2.11 O Coeficiente de Transferencia de Massa

Em processos de extracdo liquido-liquido, a transferéncia de soluto para o
solvente ocorre através da interface. Supondo-se que nenhuma substancia
permaneca acumulada na interface, a velocidade de transferéncia de massa deve
ser a mesma nos dois lados da interface, de forma a serem proporcionais as

resisténcias existentes em cada fase (Coulson, 1974).

Varios mecanismos sio sugeridos para representar as condicdes na regido de
fronteira entre as fases. O mais antigo ¢ dado pela "Teona dos Dois Filmes",
proposta por Whitmann em 1923 (Whitman, 1923). Mais tarde, outros mecanismos
foram propostos, como a "Teoria da Penetragdo” de Higbie (1935), a de
Danckwerts (1951) e a "Teoria da Penetragio em Filmes" de Toor ¢ Marchells

(1958).

Em um processo de extragdo liquido-liquido, a transferéncia atraves da
interface do refinado ocorre devido a diferenca de concentracao (yg-yg,), sendo esta
diferenca de concentragbes a forca-motriz da transferéncia de massa na fase

refinado. Na interface do extrato, a transferéncia de massa ocorre pela diferenga de
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concentragdo (yg-ve), sendo esta diferenca de concentracdes, a forca-motnz da
transferéncia de massa na fase extrato. Neste caso, o fluxo do soluto, Ng, pode ser

representado pela seguinte equacio:

Np = Kp{Ya-yai) = KpYerye) (2.1)

Onde: kg ek, sdo os coeficientes parciais ou individuais de transferéncia de
massa relativos as fases refinado e extrato, respectivamente: y; e vy, sdo as
concentragOes molares do soluto nas fases refinado e extrato respectivamente € yy,
e yy; Sdo as concentragoes do soluto na interface, também relativas as fases

refinado e extrato, respectivamente.

A taxa de transferéncia de massa global do soluto ¢ determinada pela

seguinte exXpressao:

Ng= KR'(YR'YR‘) = K (Vs -¥e) (2.2}

Onde: Ny € a taxa de extragdo do soluto, Ky e K s@o os coeficientes globais

de transferéncia que estimam as resisténcias das duas fases.

Em estudos de processos de extracdo liquido-liquido em continuo com

sisternas de duas fases aquosas, Pawar et al (1997), Jafarabad et al (1992 aeb)e
Porto (1998) usaram © coeficiente de transferéncia de massa calculado de maneira

a ser mostrada a seguir.
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Em sistemas de duas fases aquosas, a resisténcia & transferéncia de massa
existe em ambas as fases, na fase rica em PEG e na fase rica em sal, por exemplo.
Contudo, a viscosidade da fase rica em PEG é pelo menos sete vezes maior do que
a fase rica em sal. Portanto, de acordo com a estimativa da difusividade de
proteinas representada pela correlagdo 2.3, a difusividade na fase rica em PEG é
sete vezes maior do que a fase rica em sal. Pode-se, entdo, concluir que o
coeficiente de transferéncia de massa da fase rica em PEG € pelo menos trés vezes
menor do que o da fase rica em sal sob condi¢des hidrodindmica similares (Pawar

et al, 1997),

Segundo Geankoplis (1983), a difusividade de proteinas é estimada pela

seguinte correlacdo:

D=9,4x10"*T/uM, " (2.3)

Onde: D ¢ a difusividade de proteinas em m’/s, T € a temperatura em K, p,, é

a viscosidade da fase em Pa.s e M, € a massa molecular de proteinas em kg/kmol.

Os coeficientes de transferéncia de massa global s@o dados pela seguinte
equacgdo, cujo desenvolvimento pode ser encontrado no trabalho de Treybal

(1968):

1/K =1/, + m/k, (2.4)

Nesta equacgdo, m € o coeficiente de particdo do soluto, a fase continua, que €

indicada pelo subindice c, € a fase rica em sal e a fase dispersa, que é indicada pelo
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subindice d, € a fase rica em PEG.

A equag@o 2.4 representa a resisténcia total, onde se relaciona o coeficiente

de transferéncia global com os parciais (Treybal, 1968).

Geralmente, o termo m/k, ¢ desprezivel em sistemas de fases aquosas
formados por PEG e sal, pois quanto maior a viscosidade da fase, maior é a
resisténcia imposta a transferéncia de massa. Assim, neste caso. a maior parte da
resisténcia & transferéncia de massa ¢é oferecida pela fase rica em PEG. Como
resultado, pode-se concluir que a resisténcia que controla a transteréncia de massa
prevalece na fase dispersa. Sendo assim, o termo 1/k. é menor do que 1/k,, jéa que o
coeficiente de transferéncia de massa € inversamente proporcional & resisténcia
imposta a transferéncia de massa. Além disso, m, que € o coeficiente de particdo, é
menor do que 1. Por isso, o termo mvk, pode ser desprezado. Portanto, neste caso,
o coeficiente de transferéncia de massa da fase dispersa governa a transferéncia de

massa global. O balanco de massa para enzimas e proteinas em uma altura

diferencial, dH, da coluna € dado por:

QdCp = kga . (C, -KC,). dH (2.5)

Onde: k,a é o coeficiente de transferéncia de massa da fase dispersa (min™).

Nos trabalhos citados, os valores de KC, eram sempre menores que 2% do
valor minimo de C, na coluna em qualquer tempo, durante o experimento.
Portanto, o valor de KC, pode ser assumido como constante com relacdo a altura e,
entdo, a mistura na fase continua ndo é importante para a estimativa do valor do

coeficiente de transferéncia de massa nestas condi¢es. O valor meédio de C,,
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denominado C,, foi estimado com base em um balango material (total de enzima
extraida dividida pelo volume da fase rica em sal - fase continua). Foi assumido
que a fase dispersa flui em escoamento pistdo. Verificou-se que o numero de
Peclet da fase dispersa era sempre maior que 20, usando-se o procedimento de
Laddha et al (1976), Wijffels e Rieterna (1972) e Joshi (1982). Portanto, a mistura
axial ndo € importante € a consideragdo de escoamento do pistdo € vélida. A
integragio da equacdo 2.5 acima e a substituicdo das condi¢des de contorno (H=0,

Cp=C... e H=H,, C,=C,,) fornece a seguinte equacdo (Pawar et al, 1997):

k,a= (Q/V).In[(C,-KC,)/(C,-KC,)] (2.6)

i

Esta equagdo para o k,a foi desenvolvida para processos de operagdo
semicontinua (Jafarabad et al, 1992 a e b, Pawar et al, 1997). Contudo, ela vem

sendo usada também para a avaliagio de processos de operacdo continua (Porto,

1998).

Assim, esta equacao é usada para estimar o coeficiente de transferéncia de

massa da fase dispersa no presente trabalho.

2.2.12 Eficiéncia de Extracio

Dois aspectos distintos sobre eficiéncia de extracdo devem ser considerados:
o primeiro, diferencia o comportamento real do ideal e o segundo trata a eficiéncia
em termos de mecanismos de transporte de massa. Baseadas nestes aspectos,

varias defini¢es de eficiéncia tém sido propostas (Lo et al, 1982).
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Das definicdes de eficiéncia encontradas na literatura, considerou-se as de

Kawase {1990) e de Murphree (1925).

A eficiéncia definida por Kawase (1990) € baseada nas concentrages de
soluto em uma mesma fase, na entrada e na saida da coluna. Ela € equacionada da

seguinte maneira:

[y =t L (2.7)

Onde: ¢, ¢ a fracdo massica de soluto na alimentacio

¢, € a fracdo massica de soluto no refinado.

Esta defini¢io matematica pode ser chamada de [ndice de Recuperacio do

Soluto, percentagem de extracdo ou percentagem de massa extraida.

O desempenho de um extrator de discos rotativos com "saia" perfurada
(RDCS) fot estudado por Kawase (1990), em escala piloto. Os dados obtidos para
este equipamento foram examinados usando a correlagdo acima proposta. Foi

necessario determinar as concentragdes das fases do topo e do fundo da coluna.

A segunda defini¢do de eficiéncia, que pode ser usada, € uma correlacédo
experimental que descreve a eficiéncia de separagdo do extrator em estudo,

equacionada da seguinte forma:
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= (2.8)

Murphree (1925) apresentou esta definicdo matematica de eficiéncia,

chamada Eficiéncia de Murphree.

Chegou-se a esta definicdo por meio de uma modelagem. fazendo-se uso de
conhecimentos de andlise dimensional. Esta equagdo representa a relacdo entre a
eficiéneia obtida no equipamento (cticiéncia ideal) ¢ a que serta obtida se o tempo
de contato entre as fases fosse suticiente para se atingir o equilibrio (eticiéncia
real), portanto representa o desvio em relagdo ao equilibrio. Esta equagdo ¢ muito
importante para fins de comparagdo e projeto de equipamentos de extracdo. Nesta
definicdo, y,” € a concentragio de soluto (fracio molar) que se encontraria na fase

refinado se o sistema estivesse em equilibrio com a fase extrato.

Para uso da equagdo 2.8 ¢ necessanio o conhecimento das condigdes de
equilibrio para o sistema liqudo temario, o que pode ser obtido

expenmentalmente ou através de teorias termnodindmicas.

2.2.13 Caracteristicas da Transferéncia de Massa em Processos de

Extra¢do Liquido-Liquido

Em equipamentos de extracio liquido-liquido em contracorrente, a
transferéncia de massa ocorre em uma dispersdo de gotas que fluem pela agdo da
gravidade através da fase liquida continua (Rod, 1966). Uma maneira de melhorar

a transferéncia de massa em colunas de extracdo liquido-liquido, aumentando a
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area interfacial entre as fases e diminuindo o tamanho das gotas € apor meio de
colunas mecanicamente agitadas. Ha varias formas de promover a agitagdo em
uma coluna, entre elas estdo: pulsagdes e os dispositivos rotativos. As colunas de

pratos pulsados ou fluxo pulsado sio exemplos de equipamentos usados nestes

Processos.

A mudanga de concentragdo em uma gota, na coluna, é funcio da diferenca
de densidades, do coeficiente de transferéncia de massa, da area interfacial e do
tempo de contato entre as fases, sendo que estas variaveis dependem do didmetro
das gotas. A concentragdo nas gotas menores ¢ mais proxima do equilibrio do que

nas gotas maiores devido ac maior tempo de residéncia e maior area interfacial

(Rod, 1996).

Segundo Hanson (1968 a e b), em extratores comerciais, a transferéncia de
massa ocorre entre a fase continua e as gotas. Em sistemas liquido-liquido, o
aumento da agitacgdo, inicialmente, causa um crescimento da area interfacial (por
meio da diminui¢do do tamanho das gotas) e assim, eleva a taxa de transferéncia
de massa. Porém, 1isso nfo acontece indefinidamente (Rabelo, 1995).
Primeiramente, hd um limite para o aumento da area interfacial que pode ser
obtida. Em segundo lugar, abaixo de um certo tamanho de gotas, estas comegam a
se comportar como esferas rigidas, sem circulacdo interna, resultando na
transferéncia de massa nas gotas devido apenas ao processo de difusio molecular
que ¢ lento. Em terceiro lugar, apds um certo ponto, o aumento na agitagdo pode
comegar a suprimir a interacio gota a gota, reduzindo a mistura na fase dispersa e
também a taxa de transferéncia de massa (Hanson, 1968 b). Ha, portanto, um grau

otimo de agitagdo que fornece a taxa de transferéncia de massa maxima.
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2.2.14 Fracdo de Retenciio da Fase Dispersa ('"Hold-up")

A transferéncia de massa entre as fases liquidas em escoamento em uma
coluna de extrag@o depende, entre outros fatores, da érea interfacial de contato
entre as fases continuas e dispersa. A area interfacial esta relacionada com o
tamanho das gotas e com a retencdo da fase dispersa no interior da coluna. A
retengdo da fase dispersa é expressa pela fracdo volumétrica da fase dispersa
contida no volume total da coluna, sendo de grande importancia no projeto de
colunas de extracdo liquido-iiquido por influenciar a transferéncia de massa entre

as fases.

A seguir, sdo apresentados os fundamentos referentes a fra¢@o de retengéo da
fase dispersa, as regides de operagdo existentes em colunas pulsadas e estudos

encontrados na literatura relacionados com esta medida.

As publicagdes existentes na literatura, relacionadas a fragdo de retencdo
s30, em sua maioria, referentes as colunas com fluxo pulsado, sendo que a
quantidade de estudos relativos as colunas com pratos pulsantes é pequena. Assim,
baseou-se a revisfio bibliografica nas colunas de fluxo e pratos pulsados, além de

alguns trabalhos sobre a fracio de retencdo da fase dispersa em colunas de discos

rotativos.
2.2.15 As Regides de Operacio

As regides de operacio em colunas pulsadas sdo definidas como faixas de

operacao derivadas do comportamento das fases nas colunas (Go1s, 1995).
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Sege e Woodfield (1954) foram os primeiros autores a descreverem as
regides de operagdo em colunas pulsadas. Para isso, estes autores construiram
graficos em que foram relacionados a carga total de alimentagdo (V, + V) com a
freqiiéncia de pulsagdo e definiram a existéncia de zonas ou regides de operagdo
distintas, A seguir € apresentada uma breve descricdo de cada regido de operagdo,

segundo Sege e Woodfield (1954).

1-Regido de operacio de completa inundac¢do: Sege e Woodfield (1954)
definiram o ponto de inundacio ("flooding") como sendo a condiclio de operagdo
em que as correntes de alimentagdo da coluna e de entrada do solvente sdo
impossibilitadas de escoarem emn contracorrente. Ou seja, as correntes entram €
saem da coluna por uma mesma extremidade, sem que possa acontecer um contato
adequado entre elas. As gotas da fase que deve se dispersar na fase continua sio
rejeitadas por esta fase. Ndo se dispersam e assim, ndo ascendem até o topo da
coluna, devido as condigcdes nas quais o equipamento ¢ operado. Este tipo de

operag¢do ¢ totalmente indesejavel em qualquer equipamento de contato continuo.

2-Regido de operacdo de inundacdo por puisacdo insuficiente: Esta
regido € parecida com a anteriormente descrita, por se tratar de uma regido de
operagdo de inundagdo. Nesta regido de operagdo, a inundagio € causada pela
baixa quantidade de energia que é fornecida 4 coluna. As correntes liquidas néo
conseguem ultrapassar os furos dos pratos e retornam pela mesma extremidade em

que entraram na coluna.

3-Regido de operacio de mistura-decantacdo: A operagio de mistura-
decantacdo, segundo Sege ¢ Woodfield (1954), ocorre em baixas cargas (vazdo
total que entra na coluna) e freqliéncias, sendo caracterizada pela separacéo das

duas fases (leve e pesada), sob a forma de camadas distintas entre os pratos durante
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o pulso. Este tipo de operagdo € altamente estavel, porém menos eficiente quando

comparada com a operagao da mesma coluna em condigdes de emulsdo.

4-Regido de operacio de emulsio: A operagdo tipo emuisdo ocorre a
cargas e freqiiéncias mais elevadas que a da operacd3o mistura-decantacdo, sendo
caracterizada pelo pequeno tamanho das gotas produzido. E uma dispersio
uniforme da fase leve na pesada, apresentando, portanto, pequena variacdo durante
o pulso. A grande area de contato interfacial por unidade de volume faz com que

este tipo de operacio seja mais eficiente que os apresentados anteriormente.

5-Regido de operacdo instavel: A operagdo instavel ocorre a cargas ¢
freqiiéncias ainda mais elevadas que as da regido de emuisdo. A mistura das fases
forma gotas grandes ou porgdes de liquido com forma imregular, devido

principalmente a coalescéncia das gotas da fase dispersa.

2.3 Sistemas de Duas Fases Aquosas

Na escolha de meios de extrag@o para aplicagdes na biotecnologia, varios
critérios devem ser considerados, j& que nesta area parametros como, solubilidade
e estabilidade dos compostos sdo importantes e ndo podem ser desprezados. Entre

esses critérios pode-se citar {(Porto, 1998):

3 O meio ndo deve ser toxico ao sistema bioldgico nem ao homem;

3 A recuperagdo do bioproduto a partir do meio extrator deve ser facil;
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Ser passivel de esterilizar;

Ser imiscivel ou parcialmente miscivel com solugdes aquosas;

Nio deve ter a tendéncia de formar emulsdes estaveis com materiais biologicos;

Niao ser inflamavel.

Além desses fatores, em processos de extragdo liquido-liquido aplicados a
quaisquer sistemas, ¢ mmprescindivel que os solventes escolthidos formem duas
fases (sejam imisciveis ou parcialmente misciveis) e tenham densidades diferentes

(Hustedt et al, 1985). E também importante que a separagio das fases seja rapida.

Nos processos biotecnolégicos, em que se opera com biomoléculas ou
células, existe um numero muito limitado de solventes adequados a serem usados.
O uso de solventes organicos €, normalmente, limitado pelas caracteristicas
hidrofilicas dos produtos de fermentacdo. Isso leva a necessidade de utilizagdo de
elevadas razdes entre as fases orgénica e aquosa, devido aos baixos coeficientes de
partigdo dos produtos em relacdio ao solvente organico. Além disso, os solventes
sdo geralmente t6xXicos para as proteinas e também provocam a desnaturagdo das
mesmas. Assim, a introducio dos sistemas de duas fases aquosas € uma alternativa
que possibilita 0 emprego da extrag¢fio liquido-liquido nestes processos, ja que

estes sistemas ajustam-se aos critérios requeridos nas bioseparagdes.

Os sistemas de duas fases aguosas formam-se pela adigdo de solugles

aquosas de dois polimeros hidrofilicos, como por exemplo, polietileno glicol
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(PEG) e dextrana ou de um polimero e um sal, como por exemplo, 0 PEG e fosfato
de potassio, em concentracdes acima de seus valores criticos, quando se separam
em duas fases, espontaneamente. Nos exemplos citados, a fase mais leve, que tem
a menor densidade, ¢ rica em polietileno glicol, enquanto que a fase mais pesada,
que tem a maior densidade, € rica em dextrana ou sais. Os polimeros e 0s sais sdo
soluveis em &gua, mas sdo incompativeis entre si e se separam em duas fases
(Albertsson,1986). Eles constituem um meio suave e protetor, adequado para a
extracdo de substincias de origem bioldgica, pois as fases sio compostas de cerca
de 70% a 90% de agua, o que proporciona um ambiente ameno ¢ adequado para o
trabatho com compostos biologicamente ativos, preservando a sua estabilidade

molecular ¢ permitindo o seu processamento neste meto (Coimbra, 19953).

A separacdo espontdnea, em duas fases distintas, devido & adi¢do de
solugbes aquosas de dois polimeros foi inicialmente observada pelo
microbiologista holandés Beijerinck, em 1896, ao misturar agar com gelatina (ou
amido sollvel) e 4dgua, a certas concentragdes. A fase inferior era rica em 4gar e a
superior em gelatina (ou amido). Em 1956, Albertsson constatou que sistemas
formados por polimeros soliveis e solventes orgénicos, assim como sistemas
formados por polimeros hidrofilicos e agua, também possibilitavam a partigdo de
materiais bioldgicos, ou seja, permitiam que uma terceira substancia introduzida ao
sistema fosse coletada, preferencialmente, em uma das fases, de acordo com os
ajustes de parametros fisico-quimicos. Devido a esta caracteristica, os sistemas de
duas fases aquosas estdo sendo empregados no isolamento e purificagio de
biomoléculas de importancia comercial, tais como, células, proteinas, enzimas,
virus, fragmentos de membranas e organelas celulares. De acordo com Albertsson
{1986), € possivel obter-se separagdes bastante seletivas de substancias, usando-se

sistemas aquosos de polimeros, sob condigdes ndo desnaturantes.
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Além de ser usado com método de separagdo aplicados a materiais
bioldgicos sob condicdes que preservam a sua atividade bioldgica, os sistemas de
duas fases aquosas sdo usados também na determinacdo de propriedades

superficiais de biomoleculas, tais como, carga e hidrofobicidade (Albertsson,

1986; Franco, 1992).

A variada faixa de aplicabilidade dos sistemas de duas fases aquosas tem
estimulado o estudo a tim de estabelecer tundamentos para o trabalho com estes

sisternas, além de identificar os mais adequados para a separaciio de diferentes

biomoléculas {Guan et al. 1993).

Albertsson (1971) comparou os sistemas de duas fases aquosas com o0s
solventes mais convencionais, de acordo «com a sua natureza

hidrofébica/hidrofilica. A fase rica em sal é mais hidrofilica e a fase rica em PEG é

mais hidrofobica.

2.3.1 Tipos de Sistemas de Duas Fases Aquosas

Existe uma grande variedade de polimeros hidrofilicos, naturais ou
sintéticos, capazes de gerar a separacdo das fases a0 se misturarem com um
segundo polimero ou um composto de baixo peso molecular, como um sal. Alguns
exemplos desses sistemas encontram-se na tabela 2.2. Entre eles, os mais
estudados sdo PEG/Dextrana e PEG/Fosfato de Potassio. Nos livros de Albertsson
(1986, 1971) encontram-se detalhados varios sistemnas de duas fases aquosas com

os respectivos diagramas de equilibrio, descrevendo também as suas propriedades

fisico-quimicas.
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A escolha desses componentes das fases foi ao acaso, mas aparentemente
perfeita, ja que os coeficientes de particdo nestes sistemas sdo atraentes nas faixas

normais de separacdo (Kula, 1990).

Em principio, todos os tipos de sistemas de duas fases aquosas podem ser
empregados na separacdo de biomoléculas. No entanto, quando se considera o
sistema em larga escala, onde os criténios de custo, quantidade de reagentes, tempo
de separagdo das fases e reciclagem dos componentes nio podem ser desprezados,
o numero de sistemas capazes de conjugar 0s requisitos necessarios € bastante
reduzido. De acordo com estas limita¢Ses, os sistemas usados no processamento
ern larga escala tém sido restritos aos sistemas constituidos por PEG-Dextrana e
PEG-8al, por estarem disponiveis no mercado em grandes quantidades, serem
atoxicos, passiveis de esterilizacdo e apresentarem uma maior faixa de aplicacdo e
propriedades fisicas adequadas, principalmente com relagdo a diferenca de
densidade ¢ viscosidade. A adig¢fio de PEG e Dextrana em alimentos ¢ permitida
em muitos paises, enquadrando-se dentro da legislaciio para o trabalho com
produtos alimenticios e farmacéuticos. O mesmo pode ser dito para alguns tipos de

sais de citratos, fosfatos e sulfatos (Coimbra, 1995).

Tabela 2.6 - Exemplos de sistemas de duas fases aquosas (Albertsson, 1986}

Polietilenoglicol- Dextrana
Polietilenoglicol- Ficol
Polietilenoglicoi- Fosfato de Potassio
Polipropilenoglicol- Polietilenoglicol
Polipropilenoglicol- Dextrana
Polipropilenogligoi- Glucose
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Polietilenoglicol- Dextrana
Polipropilenoglicol- Fosfato de Potassio
Metilcelulose- Dextrana
Polivinil alcool- Dextrana

2.3.2 Polietilenoglicol

O polietilenoglicol, HO-(CH,CH,),-CH.CH,OH, ¢ um dos polimeros mais
ateis em sistemas de duas fases aquosas. Ele € um poliéter sintético neutro, linear
ou de cadeia ramificada, disponivel em diferentes massas moleculares, variando de
poucas centenas a milhares de daltons. Solubiliza-se em agua e em diferentes
solventes orgénicos. A sua solubilizacdo em agua ¢ atribuida a ligagiio das
moléculas de dgua a muitas ou todas as moléculas em torno da cadeia do
polietileno. Essa liga¢ao ocorre pelo mecanismo de pontes de hidrogénio. Ligagdes
deste tipo sdo relativamente fracas e podem ser quebradas de varias maneiras
(Franco, 1992). O calor, em muitos casos, € suficiente para quebrar essas ligagdes
e insolubilizar as moléculas do polimero. A adi¢Bio de cations monovalentes
diminui a solubilidade desses polimeros, devido 4 competi¢do dos ions de sal pela
agua, o que efetivamente reduz a quantidade de moléculas de agua livres
disponiveis para solubilizar o polimero. Dos sais inorgnicos, CaCl,, MgCl, e

AlCl,, s@o os mais capazes de promover este efeito.

O polietileno glicol, também chamado na forma abreviada de PEG, ¢
também conhecido pelos nomes comerciais de poliglicol E®, carbowax E® e

pluracol E®, dependendo da empresa que o fabrica. Para massas moleculares

acima de 20000 daltons sfo denominados dxidos de polietileno, PEO. Sio



30 Revisio da Literatura

fornecidos na forma de solugdes incolores estaveis ou pastas, se possuirem massas
moleculares menores que 1000. Os de massas moleculares elevadas, acima de
1000, sdo encontrados na forma de pé ou de flocos brancos (Coimbra, 1995).
Podem ser estocados a temperatura ambiente, embora a 4°C, a ocorréncia de
oxidacdo em solugdes seja retardada. A oxidagdo do PEG, detectada pela
diminuigdo do pH, devido & liberacdo de grupos acidos aitera a coloracdo da

solucdo para marrom (Bamberger et al, 1985).

Nio sendo antigénico nem 1munogénico foi aprovado pelo FDA, "Food and
Drug Administration”. Sua utilizagdo ¢ de interesse na biotecnologia ¢
biomedicina. Estd sujeito a modificagdes quimicas rapidas, controlando a
solubilidade e aumentando o tamanho das moléculas as quais se liga. Nio provoca
a diminui¢do da atividade de células e proteinas (Harris, 1992). Sendo

biodegradavel e atéxico, a descarga de PEG ndo € problematica (Coimbra, 1995).

2.3.3 Sistemas PEG/Sal

A formagio de sistemas de duas fases aquosas constituidas por PEG ¢ sal foi
primeiro observado por Albertsson nos anos 30, mas os fundamentos tedricos

envolvidos na formagdo desses sistemas ainda ndo s@o bem explicados.

Esse sistema foi introduzido para a aplicacio pratica na separa¢do de
proteinas em larga escala, devido & maior diferenga entre as massas especificas das
fases, menor viscosidade e menores custos, levando a uma separacio muito mais
rapida do que os sistemas PEG/Dextrana, por exemplo. A aplicagio industrial de
sistemas de duas fases aquosas PEG/Sal foi incentivada e desenvolvida pela

disponibilidade de equipamentos comerciais que permitem separacdes continuas ¢
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mais rapidas de proteinas (Kula, 1990; Kroner e Kula, 1978; Kroner et al, 1982;
Kula et al, 1982).

Os sistemas PEG/Sal apresentam boa seletividade e economia quando
comparados aos sistemas PEG/Dextrana. Isto facilita o uso de sisternas
polimero/sal em aplica¢des industriais, onde a particdo é conduzida em baixas
concentracdes de sais (Kroner et al, 1984). lons como fosfato, citrato e sulfato
distribuemn-se de maneira mais desigual do gue ions monoatdmicos, como cloretos,
o que gera uma maior diferenca de potencial entre as fases e conseqgiientemente

afeta positivamente o coeticiente de distribuicio do soluto (Coimbra, 1995). Ao

contrario da Dextrana, sais sfo faceis de manusear e tem baixo custo.

Para sistemas de duas fases aquosas PEG/Sal, os efeitos de "salting out”
parecem atuar de maneira mais intensa com o aumento do comprimento da linha
de amarragdo, transferindo as proteinas da fase rica em sal para a fase rica em
PEG. Se a soiubilidade da proteina na fase rica em PEG néo for suficiente, elas
tendem a precipitar na interface. Os limites de solubilidade e "salting out” sdo
dependentes das propriedades individuais das proteinas, portanto uma resposta

diferencial ¢ esperada quando uma mistura de proteinas é manipulada (Kula,

1982).

Inicialmente, os sistemas PEG/fosfato foram os mais usados e estudados
(Kula, 1979, 1985, 1990; Kula et al, 1982; Hustedt et al, 1978, 1982; Veide et al,
1983). Os sistemas PEG/Sulfato comegaram a ser estudados posteriormente

(Eiteman e Gainer, 1989 a,b, 1991; Chiang e Wang, 1988).

Vemau e Kula (1989, 1990) desenvolveram um sistema de duas fases
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aquosas usando citratos, a fim de tornar os sistemas de duas aquosas menos
agressivos ac meto ambiente. O citrato € biodegradavel e atoxico, € poderia ser

descartado em uma planta de tratamento de residuos.

2.3.4 Particdo de Proteinas em Sistemas de Duas Fases Aquosas

O fundamento de particdo de biomoléculas entre duas tases ainda ndo €
totalmente compreendido, apesar do progresse alcangado com a modelagem
termodindmica da distribuicdo de proteinas na interface dos sistemas de duas fases
aquosas. Existem duas diferentes aproximacgdes para a abordagem termodindmica,
a primeira utiliza um tratamento rigoroso para a modelagem do equilibrio (Baskir

et al, 1989) e a outra, métodos de contribui¢do de grupos (Kang e Sandler, 1988).

A tendéncia de separacdo de fases apresentada por dois polimeros quando
adicionados em um solvente comum ocorre porque a baixa concentragdo molar dos
polimeros na solugdo (tipicamente menor que 0,05 mol/L) leva a um pequeno
ganho de entropia durante a mistura. Por outro lado, cadeias poliméricas tém uma
area superficial por molécula maior do que composto de baixo peso molecular,
tanto que as energias de interacdo entre os dois polimeros se sobrepdem & energia
de Gibbs do sistema. Estes fatores levam a formacdo de duas fases em sistemas

ternarios polimero-polimero-agua, em baixas concentragdes dos polimeros.

Ha varios fatores que influenciam a particio de biomoléculas em sistemas de
duas fases aquosas. Estes fatores sdo inerentes ao prdprio sistema (tipo de
componentes do sistema, massa molecular do polimero, concentracio do polimero,
e dos sais, tipo de ion presente, forca i16nica e pH) ¢ ao biocomposto que €

distribuido (massa molecular, carga. hidrofobicidade e conformacdo, presenca de
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ligantes bioespecificos, entre outros). A selecdo de propriedades dos sistemas de
duas fases aguosas apropriados para a purificacdio de uma proteina especifica €
ainda muito empirica, embora existam regras gerais com relagdo ao efeito das
caracteristicas do polimero € da composi¢io i6nica da proteina a sofrer a particdo

(Cascone et al, 1991).

A modelagem quantitativa da particdo de proteinas em sistemas de duas
fases aquosas representa um complexo problema porque o comportamento do
sisterna depende de muitos fatores, que ja foram citados anteriormente e das
interacOes entre eles: interagdes dos polimeros com as cadeias das proteinas e com
diferentes sais, interagdes polimero-polimero, sal-proteina, proteina-proteina e,
quando usados, as interagdes dos ligantes com 0s outros componentes presentes.
Estudos empiricos com sistemas de duas fases aquosas mostraram ser a

distribui¢fo da proteina fun¢io desses fatores.

A existéncia de tantas varidveis torna extremamente dificil a previsdo tedrica
do coeficiente de particdio de um dado soluto, conduzindo muitas vezes, ao

trabalho experimental (Sebastido et al, 1996; Porto, 1998).

Considerando que C, e C, sejam as concentragdes da proteina nas fases do

topo e do fundo, o coeficiente de distribuicdo das proteinas ¢ definido por:

K=C/C, (2.9)

Modelos quantitativos para predicdo do comportamento do sistema em
fungdo do tipo de polimero, de biomolécula, da composigdo das fases, do pH e da

temperatura ndo estdo disponiveis. Além disso, os mecanismos fundamentais que
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governam © comportamento dessas variaveis ainda n3o foram satisfatoriamente
entendidos (Baskir et al, 1989). Uma vez mais se ressalta a importincia do

desenvolvimento da termodindmica da extracio em sistemas de duas fases aquosas

(Kula, 1990).

O coeficiente de parti¢do de uma proteina em um sistema de duas fases
aquosas, tendo o PEG como fase superior, geralmente, aumenta com a diminuigdo
da massa molecular do PEG. Este tato ¢ tanto mais pronunciado quanto maior for a

massa molecular da biomolécula a sofrer a particio (Albertsson et al, 1987).

A adicBo de sais, mesmo em concentracbes milimolares, influencia
fortemente a particio de materiais carregados eletricamente. Em sistemas
PEG/Dextrana, a adi¢do de sal neutro com NaCl, diminui o coeficiente de particdo
de proteinas carregadas negativamente e aumenta a particdo de proteinas
positivamente carregadas. A magnitude deste efeito aumenta na ordem SO,” < F'<
Cl'<l'e NH,” < Na < K. A alteracdo do pH do sistema contendo sal podera
alterar a particdo pela mudanga na carga da proteina (johansson, 1985). Como a
carga, na maioria dos biomateriais, ¢ dependente do pH, a escolha deste e de um

sal pode constituir um modo efetivo de ajuste de particdo (Porto, 1998).

O fato de a particdo depender de um grande numero de fatores distintos
confere consideravel versatilidade aos sistemas de duas fases aquosas na separagio

de misturas de componentes.

A seletividade na particdo de proteinas tem ainda que ser mais estudada e
entendida. Um melhor conhecimento do comportamento de proteinas em sisternas

de duas fases aquosas também levard a habilidade de predizer a particio de
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proteinas-alvo, frequentemente encontradas em uma mistura de proteinas

heterogénea e complexa (Franco, 1992).

A parti¢@o em sistemas de duas fases aquosas € principalmente, um processo
onde os grupos expostos das moléculas entram em contato com 0s componentes

das fases e ¢, portanto, dependente da superficie (Albertsson, 1986).

2.4 Modelos para a Particio de Proteinas entre as Fases

2.4.1 Teoria de Bronsted

A base para a separac@o por meio de um sistema bifasico € a distribuigdo
seletiva de substdncias entre as fases. A distribuicdo ¢ caracterizada pelo
coeficiente de particdo K, definido como concentragdo de proteina na fase mais

leve, do topo, C,, dividida pela concentraco de proteinas na fase mais pesada, do

fundo, C,:

K=C,/C, (2.10)

Obviamente, a escolha de um sistema adequado é uma das principais etapas

em todo o trabalho de partigdo.

Se a energia necessaria para movimentar as moléculas de proteinas de uma
fase para outra € AE, espera-se que, no equilibrio, uma relagdo entre os coeficientes

de parti¢@o e AE seja expressa da seguinte maneira (Baskir et al, 1987):
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C/C, = g8\ (2.11H)

Onde k ¢ a constante de Boltzman, T é a temperatura absoluta, C, e C, sdo as
concentragdes das moléculas de proteinas nas fases do topo e do fundo,

respectivamente.

AE deve depender do tamanho da particula ou molécula, desde que quanto
maior 0 tamanho, maior 0 nimero de atomos expostos que podem interagir com a

fase ao redor, e entdo, a seguinte equagio € sugerida:

C/C, ="M (2.12)

Onde M é a massa molecular e A, neste caso, € um fator que depende de
outras propriedades que ndo a massa molecular. Para uma molécula esférica, M
poderia ser substituido por A, a area superficial da molécula. Assim, a equagdo

acima poderia ser escrita da seguinte forma:

C/C, =™ (2.13)

Onde A, neste caso, ¢ um fator que depende de outras propriedades, que ndo
sejam a &rea superficial. Por exemplo, propriedades de superficie, como a energia

livre de superficie pela unidade de area.

Essa ¢ conhecida como a teoria de particdo de Bronsted e seu ponto principal

¢ a relagdo exponencial entre o coeficiente de particdo e as propriedades que
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entrarn no fator A, como por exemplo, a hidrofobicidade ou afinidade e carga.
Pequenas mudangas em tais fatores provocam relativamente grandes mudancas no
coeficiente de particdo. Esta teoria prediz um alto grau de seletividade. Embora o
modelo de Bronsted tenha demonstrado que a particido de proteinas pode ser
sensivel 4 massa molecular das particulas, ele é mais um modelo qualitativo, desde

que combina todas as variaveis do sisterna em um unico parametro (Franco, 1992).

2.4.2 Modelo de Albertsson

Albertsson (1986) propds o mais simples modelo para o calculo de K|

desmembrando-o em:

InK = InK,, + InKj g0 + InKyy + K0 + InKy;, + INK, e (2.14)

Onde os subindice el., hidrof., hifil., conf, lig., e tamanho referem-se,
respectivamente, as contribuigdes eletrostaticas, hidrofobicas, hidrofilicas, de
conformacgdo, de interagles entre os ligantes e o tamanho das moléculas. A
presenca de sais implica na adigdo do termo InK,, onde hid. refere-se a

hidrataggo. Estes pardmetros podem ser manipulados a fim de atingir a partigdo

6tima da proteina-alvo.

Na prética, ndo se usa essa teoria para predizer o comportamento da parti¢do.

Ela tem sido usada apenas para descrever e explicar 0s comportamentos

observados.
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Esses modelos sofrem a limitagBo de examinar apenas o efeito das
caracteristicas das moléculas de proteina sem deter-se em analisar em detalhes a
contribui¢do das fases que formam o meio. Eles ndo indicam como a massa
molecular, a concentrac¢do, ou a escolha do polimero formador da fase influenciara

a parti¢do em sistemas de duas fases aquosas.

Assim, modelos quantitativos para a predigdo do comportamento do
sistema em fungdo do tipo de polimero, de biomolécula, da composigio das fases,
do pH e da temperatura nio estdo disponiveis (Coimbra, 19953). Os mecanismos
fundamentais que governam o comportamento do sistema, em relagio a essas

variaveis, ndo foram satisfatoriamente compreendidos (Baskir et al, 1989).

2.4.3 Teorias Termodinamicas

Atualmente, existern métodos analiticos modernos, que medem os
coeficientes do virial em sistemas binarios com razoavel precisdo, aumentando o
numero de informacles e facilitando o desenvolvimento de fundamentos
termodindmicos para sistemas de duas fases aquosas (Kula, 1990).
Qualitativamente, a separagdo de fases e a distnibuicdo de solutos podem ser
preditas por meio de uma expressiio do coeficiente de particdo em fungdo de
parametros medidos experimentalmente. Para tanto, emprega-se normalmente a
teoria de Flory-Huggins (Flory, 1953), uma aproximacio mecéanica estatistica para
descricdo termodinamica da separagdo de fases de polimeros em solventes

organicos.

A teoria de Flory-Huggins € suficiente para descrever o comportamento

termodinimico que leva a separagdo das fases. Ao misturar polimeros, estes
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preferem associar-se a misturar-se com outras moléculas de polimero, formando

duas fases de diferentes composi¢des de polimeros (Carlsson, 1988).

A elevada concentragdo de dgua em ambas as fases ¢ uma complica¢io
adicional ao estudo, ja que esta molécula nio se comporta como um solvente
inerte, sendo capaz de interagir em multiplas ligagdes covalentes, como também
emn pontes de hidrogénio nos polimeros hidrofilicos envolvidos. Edmond e Ogston
(1968) obtiveram uma equagdo para o potencial quimico da dgua na presenca de
polimeros, semelhante a uma expanso do virial truncada no termo de segunda
ordem. Dependendo do pH, a dissociacdio completa de sais e grupos ionizaveis
presentes nas proteinas podera ou ndo ocorrer. Como a totalidade dos ions néo se
distribuira uniformemente, sera estabelecida uma certa diferenca de potencial

elétrico entre as fases.

2.5 PLANEJAMENTO E ANALISE DE EXPERIMENTOS

Pode-se definir um experimento como um teste ou uma série de testes nos
quais as variaveis de processo sdo alternadas a fim de se observar as mudancas
ocorridas nas respostas do sistema (Montgomery, 1997). O objetivo de uma
pesquisa expenimental € investigar as condi¢des Otimas para obter um novo
produto ou processo, mapear as respostas de interesse dentro da regido operacional

e escolher as condigdes para atingir as especificagdes desejadas.

A metodologia adequada para desenvolver estas aplicagbes depende do grau
de conhecimento que existe sobre a relagdo entre a variavel de resposta e as

variaveis de processo. Os casos extremos sio (Vasconcelos, 1997):
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o A relacdo ¢ conhecida a partir de considerages fisicas. Neste caso, hd um
conhecimento exato do sistema e da fun¢do matematica que relaciona as variaveis

de processo e de resposta, a menos de erros de experimentais. {modelo fisico ou

tedrico).

0 A relagfo ndo ¢ conhecida e deve ser pesquisada experimentalmente. Busca-se
uma fun¢do matematica que represente aproximadamente o fendmeno numa regifio

limitada das varidveis de processo (modelo empirico).

Quando ¢ preciso investigar diversas varidveis ao mesmo tempo, a
determinagdo de relagdes de causa e efeito torna-se demorada e dispendiosa. A
aplicagdo de conhecimento estatistico pode ajudar a resolver problemas como esse,
de forma racional e econdmica. Experimentos estatisticamente planejados
fornecem uma base valida para o desenvolvimento de um modelo empirico do

sistema de investigacdo (Barros Neto, 1995).

Esse item apresenta um resumo sobre 0s principals conceitos relativos a
execucdio de um planejamento experimental baseado em principios estatisticos € a
analise dos dados resultantes, visando a elaboragio de um modelo empirico do

processo.

2.5.1 Conceitos Estatisticos Basicos

Erros

Erros sistematicos s3o erros que afetam os resultados sempre na mesma
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direcdo e surgem como resultados de instrumentos descalibrados, afericOes

errfneas, padroes primarios adulterados, etc. (Barros Neto, 1995)

Ermro experimental é a flutuacio ou ruido observado nos resultados de
repetigdes de determinagdes experimentais. Esse é um erro estatistico, significando
gue ele surge de variagdes ndo controladas e geralmente inevitaveis € por isso ¢
também chamado de erro aleatério. Qualquer determinagio experimental estara
afetada, em maior ou menor grau, por erros aleatdrios, pois nao é possivel

controlar rigidamente todos os tatores envolvidos. (Montgomery, 1997)
Populacées, Amostras e Distribuicoes

O conjunto de todos os individuos ou valores possiveis para uma dada
situacdo € o que se chama em estatistica de populagio, cuja média aritmética p
indica a tendéncia central. O objetivo da inferéncia estatistica € tirar conclusdes
sobre uma popula¢d@o utilizando uma amostra da popula¢go. Em uma amostragem

aleatoria cada membro da populacdo tem a mesma probabilidade de ser escolhido

(Peters, 1968). Normalmente a média da amostra é indicada pelo simbolo ;,

enquanto que os valores individuais sdo indicados por x,, X,, X,, etc.

O espalhamento ou dispersdo dos dados pode ser estimado pela variancia da

il
amostra, s™

52 :(ﬁ%) z(x,."—})z , (2.15)

i=1
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onde: X, € a i-esima observacio, N o niimero total de observacdes da amostra

e ;, a média amostral (Barros Neto, 1995).

Para que as medidas de dispersdo e de posicdo tenham as mesmas unidades,
¢ usual substituir a varidncia peia sua raiz quadrada, que ¢ chamada de desvio

padrao.

Em analise estatistica € necessario utilizar uma quantidade denominada
graus de liberdade. Essa quantidade permite a correcdo matematica de dados
devido a restrigdes impostas aos mesmos . Se houver um certo numero p de
restrigdes diferentes, o niimero de graus de liberdade se reduzira de N para v=N -
p. No célculo da varidncia, por exemplo, {Equagio 2.15), ha uma restri¢do imposta
devido ao calculo da média, o que retira um grau de liberdade do conjunto de

desvios x; - x.

A ordenagdo de dados com suas freqiiéncias de ocorréncia agrupadas em

intervalos de classe ¢ chamada de distribuic¢@o ou distribuiciio de fregiiéncia.

2.5.2 Selecio de Variaveis

O prnimeiro passo no planejamento de um experimento ¢ determinar quats
sdo os fatores, isto €, as vaniavels controladas pelo experimentador e as respostas
de interesse para o sistema que se deseja estudar. E necessario também definir
claramente o objetivo que se deseja alcancar, pois isto dependera do tipo de

planejamento a ser adotado (Barros Neto, 1995).
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Para a determinacgdo dos fatores de interesse uma técnica muito eficaz é a
pesquisa de variaveis, desenvolvida por Dorian Shainin, que dissocia com precisdo
os efeitos principais € as intera¢bes entre as varidveis (ver defini¢des no item

2.3.3). A técnica consiste em trés fases sucessivas (Sutton, 1997):

Fase 1

Nesta fase sdo listadas todas as variaveis potencialmente relevantes para o

processo e atribuidos valores “bons™ (+) e “ruins” (-) a cada uma (Sutton, 1997).

Deve-se levar em conta que:

A lista deve incluir até mesmo aquelas variaveis que parecem triviais, pois se uma
varidvel critica for omitida por ter sido considerada irrelevante, todos os

experimentos desta fase terdo de ser repetidos.

Deve-se colocar em primeiro lugar na lista as variaveis consideradas mais
importantes, pois elas serdo examinadas primeiro na Fase 2, e pode-se poupar

trabalho se provar que os fatores mais importantes sdo os do topo da lista.

Cada nivel (+) deve ser escolhido com a certeza de que levara a resposta desejada
ou “boa” e cada nivel (-} deve ser relacionado por levar a uma resposta inferior ou

[13 3 kel

TUHn .

Em seguida sdo realizados seis experimentos, trés com todas as vanaveis na
posigdo (+) e trés na posi¢do (), em ordem aleatéria. Todos os seis expenimentos

precisam ser realizados para estabelecer com um nivel de confianga de 95% que as
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variaveis criticas foram incluidas na lista.

Se os resultados experimentais mostrarem que as respostas “‘boas” e “ruins”
foram produzidas € com valores bem distintos, levando-se em conta ¢ erro
experimental pode-se afirmar que a lista contém a(s) varidvel(eis) critica(s) e
passa-se a Fase 2. Se esses dois critérios ndo forem encontrados, entdo ou a lista
ndo contém as vanaveis criticas ou os resultados bons e ruins foram invertidos,

isto €, uma posigdo (+) na realidade produz um resultado (-) € vice-versa.

Fase 2

Nesta fase examina-se o significado de cada varidvel pela utilizagdo de
experimentos aos pares, nos quais cada par enfoca uma vanavel particular.
Inicialmente, o nivel (-} da varidvel particular ¢ combinado com o nivel {+) de
todas as outras varidveis; em seguida, os valores sdo trocados, isto €, o nivel {(+)
daquela variavel é combinado com o nivel (-) de todas as outras vanaveis. Pela
troca de apenas uma varidvel o pesquisador pode verificar os efeitos daquela
variavel em particular (incluindo suas interagdes), pois todos os outros fatores

permanecem nas condigdes escolhidas na fase 1.

Os resultados desta fase podem ser:

a A varidvel resposta ndo € afetada quando a varidvel em estudo € trocada. Nesse

caso a variavel particular no influencia a resposta dentro da faixa de condigles

testada.
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3 Ha uma inversdo completa das respostas, isto é, as respostas “boas” tornam-se
“ruins” e as “ruins” tornam-se “boas”, quando a variavel ¢ trocada. Esse resultado
indica que a varidvel em questdo € a unica varidvel critica € nenhuma outra

controlara a resposta, dentro das condi¢des testadas.

Na seqliéncia desta fase sdo realizados mais dois experimentos para
confirmagio dos resultados. Ajustam-se todas as presumiveis variaveis crificas de
modo que seus niveis {-) sgjam combinados com os niveis (+) das demais variaveis

e vice-versa. Se as respostas se inverterem as varlaveis criticas foram identificadas.

Fase 3

Nesta fase sdo quantificados os efeitos das variaveis criticas e suas
interagdes por meio de métodos de Analise de Varidncia (ou ANOVA - “Analysis
of Variance”), utilizando-se programas disponiveis comercialmente como, por

exemplo, o Statistica da StatSoft (1995).

2.5.3 O Planejamento Fatorial

Para executar um planejamento fatorial € necessario especificar os niveis em
que cada fator sera estudado, pois ele requer a realizacdo de experimentos para

todas as possiveis combina¢des dos niveis dos fatores (Cox, 1958).

Se houver n; niveis do fator I, n, do fator 2,.., e n, do fator k, o
planejamento sera um fatorial n, x n, X ... n,. O planejamento 2° é aquele realizado

com 4 fatores em 2 niveis, perfazendo um total de 16 ensaios. O experimentador
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pode querer repetir ensalos para ter uma estimativa do erro experimental e, neste
caso, o numero total de experimentos sera maior. No caso de repetigdes €
importante observar que elas sejam feitas rigorosamente de forma idéntica em

todas as etapas do processo em estudo.

A listagem das possiveis combina¢des em um planejamento fatorial 2°, que é
chamada de matriz de planejamento, ¢ apresentada na Tabela 2.7, com os niveis
codificados, onde (-) corresponde ao valor mais baixo e (+) ao valor mais alto

(Barros Neto, 1995).

Tabela 2.7 - Matriz de planejamento fatorial 2°.

Ensaio 1 2 3 4
01 - - - .
02 + - - -
03 - + - -
04 + + - -
05 - - + -
06 + - + .
07 - + + -
08 + + + -
09 - - - -
10 + - - +
11 - o+ _ - o
12 + + - +
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Ensaio 1 2 3 4
13 - - + +
14 + - + +
i3 - + + +
16 + + + +

Efeitos e Interagdes

O efeito de um fator A pode ser detinido como a mudanga sofrida pela
vanavel resposta quando passamos do nivel mais baixo (-) de A para o nivel mais
alto (+) de A (Werkema, 1996). O efeito principal de um fator ¢ a média dos

efeitos desse fator em todos os niveis dos outros fatores.

A figura 2.10 mostra os resultados de um expertmento com dois fatores.

£ 12
Alto + e
Fator B
Buaixg « —
20 26
Baixo - Afro +
Fator A

Figura 2.10 - Um expenimento com 2 fatores, com as respostas y mostradas

nos vértices {Montgomery, 1997).
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No planejamento fatorial 2* sio calculados, além da média global, quinze
efeitos: quatro efeitos principais, seis interacdes de dois fatores , quatro interagoes
de trés fatores e uma interacio de quatro fatores. Existem algoritmos e programas
comerciais disponiveis que realizam os calculos, como o algoritmo de Yates

(Sutton, 1997) e o programa Fatonial (Barros Neto, 1995), entre outros.

2.5.4 Modelos Empiricos

Ajuste por Minimos Quadrados

A partir de planejamentos fatoriais de dois niveis pode-se construir modelos
lineares simplificados, validos apenas para dois extremos do intervalo, mas que,
em muitas situagdes, configura-se como uma boa aproximagio do sistema real (Li,
1964). Contudo, se for necessario um conhecimento maior sobre a relagdo
funcional que liga a resposta do sistema aos fatores que a influenciam, s&o
necessarias informagdes adicionais sobre o sistema, o que leva a realizagdo de

experimentos em pontos intermediarios da regido de interesse (Barros Neto, 1995).

A tabela 2.8 mostra os rendimentos observados em um planejamento 2°

(Barros Neto, 1995).
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Tabela 2.8 - Rendimento de uma reacdo em funcéo da temperatura, para o

catalisador A (Barros Neto, 1993).

Temperatura 40 45 50 55 60
t(°C)

Rendimento 60 70 77 86 a1
y (Yo)

O modelo para os dados da Tabela 2.8 pode ser representado por meio da seguinte

equagao:
,ijﬁo'i'ﬁgy;“*“gp (216)

onde: y; € o rendimento correspondente a temperatura T, € € € o erro

aieatdrio associado a determinacdo experimental do seu valor. Para determinar os

valores de B, e P, deve-se ajustar a Equaciio (2.16) aos cinco pares de valores (v,

T, da Tabela 2.8.
Analise da Variancia

O exame dos residuos € fundamental na avaliacio da qualidade do ajuste de

qualquer modelo. O desvio de um valor observado em relacio 4 média de todas as

observacdes (v, - ), pode ser decomposto em duas parcelas (Barros Neto, 1995):

(v, ~¥)= [v - E} " [» -y, ) @.17)
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A primeira parcela representa o afastamento da previsio do modelo para o

ponto em questdo, y,, em relagio a4 média global V. A segunda parcela é a
diferenca entre o valor observado e o valor previsto. Para um modelo bem ajustado
essa segunda diferenca deve ser pequena. Em termos quantitativos, essa

comparacio de desvios ¢ feita por meio da soma dos quadrados, chamada de Soma

Quadratica ou SQ. Assim:

[SQ em torno da média] = [SQ devida a regressdo] + [SQ residual].

A soma quadratica devida a regressdo, SQ,, indica a parte da variagdo total
das observagdes em torno da média que € descrita pela equagdo de regressdo.
Quanto maior for a fracdo descrita pela regressdo, melhor sera o ajuste do modelo.

Isso € quantificado pela razio R* = SQ,/SQ; (Barros Neto, 1995).

A soma quadratica residual, SQ,, representa a parte das respostas em tomo
da média que nao € explicado pela regressdo. Dividindo-a pelo numero de graus de
liberdade, obtém-se a média quadratica residual, que ¢ uma medida aproximada do

erro meédio cometido ao se usar a equaco de regressdo para prever a resposta do

sistema a uma dada condicdo.

Cada SQ tem associado a st um certo nimero de graus de liberdade, que
indica quantos valores independentes envolvendo n observagées vy, Vi Yi «oos Yo
sd0 necessarios para determind-fa. Em geral, o nimero de graus de liberdade da

SQ residual € a diferenca entre o nimero de observagdes e o namero de pardmetros

estimados, p, isto €, v=n—p.
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O numero de graus de liberdade da SQ devida a regressdo ¢ o numero de

pardmetros menos um, v, = p —i (Barros Neto, 1995).

Para o caso de um modelo com apenas dois parametros os resultados da
analise encontram-se reunidos na Tabela 2.9, que é chamada Tabela de Analise da
Variancia, onde sao apresentadas também as Médias Quadraticas (MQ), que
correspondem a divisdo das Somas Quadraticas (SQ) pelos seus respectivos graus

de liberdade {Barros Neto, 1995).

Tabela 2.9 — Analise de variancia para o ajuste de um modelo linear com 2

parametros {Barros Neto, 1995).

Fonte de Variacio Soma Quadratica N? de graus de Média Quadratica
liberdade
Regressao Ay 1 MQ; = SQx
-3
Residuos / _)2 n-2 MQ, =SQ/(n-2) =5
)
Total N n-1
E(y,-— i}

Intervalos de Confianca

A flutuacdo nas respostas introduz incerteza na determinagdo dos
parametros € nas previsoes feitas a partir dele, mesmo quando o meodelo adotado

esta correto. Contudo, pode-se quantificar esta incerteza e determinar intervalos de
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confianc¢a para os valores estimados, que sdo intervalos dentro dos quais espera-se

encontrar o$ parametros em questdo (Brownlee, 1965).

Supondo que O seja um parametro desconhecido, o intervalo de confianga

em torno dele sera:

8 =1, x {erro padrio (ou desvio padrio) de 6],

onde: a variavel aleatéria ¢, segue a distribuicio de Student, com n-2 graus
de liberdade. A distribuigdo t € vélida para amostras aleatorias tiradas de uma
popuiacdo normal. O valor de t também depende do nivel de confianga com que se

deseja estimar o parametro 8, usualmente 95% (Barros Neto, 1995).

O parametro 6 sera estatisticamente ndo significativo quando seu intervalo
de confian¢a contiver o valor 0 (zero), isto é, quando os limites do intervalo
tiverem sinais contrarios. Como nenhum valor em um intervalo de confianca ¢

mais provavel do que outro, o valor de 0, nesse caso, pode ser zero.

Falta de Ajuste e Erro Puro

O gréfico de residuos € uma boa ferramenta para se avaliar a qualidade do
modelo. Entretanto, quando existem observacdes repetidas, € possivel estimar o

erro aleatorio g, com ele, avaliar quantitativamente o ajuste do modelo.

A soma quadrética residual pode ser decomposta em duas parcelas (Barros
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Neto, 1995):

m n 8 m n, —_—\7 mon " J— 2
p> E[_V,j - )/‘,-] = EE,(.V,; —v) tZ Z[y, - -Vi] (2.18)
i [ i j

-

Como nado depende das estimativas v,, 0 primeiro somatorio do lado direito

nada tem a ver com o modelo e reflete apenas a dispersdo das respostas repetidas
ao redor de suas médias em cada nivel. Esse termo ¢ chamado de soma quadratica
devida ao erro puro (5Q,) e da uma medida do erro aleatorio que afeta as
respostas. A média quadratica devido ao erro puro, MQ

e € Uma estimativa da

variancia 6~ postulada para as observagdes, esteja o modelo bem ajustado ou nio.

O segundo somatoério depende do modelo e fornece uma medida da faita de
ajuste do mesmo as respostas observadas, por isso é chamado de soma quadratica

devida 4 faita de ajuste, SQ,;. A equaco 2.18 pode ser resumida assim:

[Soma Quadratica Residual}= {Soma Quadratica devido ao erro purol+[Soma

Quadratica devido a falta de ajuste]

A média quadratica devido 4 falta de ajuste, MQ,,, também estima ¢” , se 0
modelo for adequado. Um teste F razdo MQ,/MQ,, ¢ utilizado para avaliar se o
modelo estd bem ajustado as observacdes. Valores altos dessa razdo significam

uma grande falta de ajuste.



Capitulo 3

Equipamento e Procedimento Experimental
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3 - EQUIPAMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Introducio

Com a finalidade de obter-se um equipamento para a realizagio de processos
de extracado liquido-liquido, visando a separacgio e a purificacdo de biomoléculas, ¢
proposta e desenvolvida neste trabalho uma micro-coluna agitada por campéanulas

pulsantes, para a extra¢do em continuo.

Neste capitulo sdo apresentados detalhes da montagem da micro-coluna
agitada por campénulas pulsantes e os procedimentos adotados para a obtengdo
dos resultados experimentais. Nos experimentos foram usados sistemas de duas

fases aquosas formados por PEG, sal (fosfato de potassio) e agua deionizada, para

a extragdo das proteinas.

Neste equipamento foram realizados estudos relativos ao comportamento

hidrodindmico e de transferéncia de massa.

3.2 Campanulas

O uso de campénulas em colunas pulsadas é proposto visando obter-se uma
agitacdo eficiente, mas suave, para aplicagio em processos de separagdo de
compostos labeis, como as proteinas. Sendo a agitagfio suave, pretende-se evitar a
desnaturagdo das biomoléculas, que ocorre quando é introduzida ao sistema

excessiva energia mecanica € agitacdo extremamente vigorosa.
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Além disso, as campanulas 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 sistema se aproxime do equilibrio.

Com o sistema de agitacio composto por campanulas pulsantes, as fases que
entram na coluna comportam-se da maneira mostrada na figura 3.1. Como pode ser
visto, a fase leve entra na micro-coluna pelo fundo e fica retida na campanula. A
peneira, da qual a campénula é constituida, ndo deixa a maior parte da fase leve
passar espontanéa-mente‘ A campénula retém a fase leve por um tempo maior do
que outros dispositivos comumente usados para promover a agitacdo. Deste modo,

ocorre um aumento do tempo de contato entre as fases.

(2} {b]

Figura 3.1 — Agitacdio por meio de campanulas pulsantes numa coluna de
extragdo liquido-liquido pulsada. (a} campanula parada durante o intervalo entre 0s

pulsos. (b) movimento descendente durante o pulso.

Durante o pulso, quando a campanula desce, o liquido mais leve (de menor
densidade) que fica concentrado no interior da campanula, ¢ forcado a passar pelos

furos da peneira. A fase leve € “quebrada” em gotas bem pequenas. Uma
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importante caracteristica da agitacdo obtida por meio do uso de campanulas
pulsantes ¢ a formag@io de uma dispersdo, bastante uniforme ¢ de gotas pequenas,
da fase leve na fase continua, como pode ser visto na figura 3.1. Essas
caracteristicas sdo favoraveis a transferéncia de massa no sistema. Quando a

campanula sobe, o movimento ascendente faz com que as fases misturem-se ainda

mais.

As campéanulas devem ser constituidas de matenal inerte que ndo reaja com

as solugdes usadas na extracgo.

3.3 Descricdo do Equipamento

Um esquema da micro-coluna de campdanulas é mostrado na figura 3.2. Esta
micro-coluna € constituida de um tubo de vidro de 19 c¢cm de altura; 2,84 cm de

didmetro extemno e 2,54 cm de didmetro interno.
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Saida dafase
leve (fase rica

Alimentacio da | =m PEG)

fase pecada
{fase rica em
sal)

AlimentacBn da
fase leve (fase

rica em FPEG) Saidadaiass

pesada (fase
rca em sal)

Figura 3.2 - Esquema da micro-coluna de campéanulas pulsantes.

No centro desta micro-coluna, esta localizada uma haste de ago inox, na
qual estdo soldadas trés campénulas, distanciadas 4 cm uma da outra. O didmetro
da base da campénula € 2,49 cm. A peneira de ago de inox, da qual a campénula é
constituida, tem MESH 24 e, portanto, possui uma rea livre para escoamento de
38%. Na figura 3.3, é mostrada a fotografia de uma haste na qual estdo soldadas

duas campanulas.

Durante um pulso, a campénula movimenta-se aproximadamente 2,8 cm para
baixo ¢ 2,8 para cima, o que faz com que a amplitude do pulso seja de

aproximadamente 5,6 cm.
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Figura 3.3 — Campéanulas soldadas a haste. Formando o dispositivo de

agitacdo da micro-coluna.

Os bocais de alimentac@o e saida das fases sdo de aco inox e possuem um
didmetro interno de 3,65 cm e 6,85 cm de didmetro externo. Na figura 3.4, ¢

mostrada uma fotografia da micro-coluna utilizada neste trabatho.

Os pulsos sdo fomecidos por um dispositivo que promove 0S movimentos
alternativos (movimenta o eiXo para cima e para baixo) e controlados por um

controlador de freqiiéncia de pulsacio.

A entrada das duas fases (fase leve e fase pesada) ¢ feita por meio de uma

bomba peristaltica de quatro pontos, previamente calibrada.

Os tubos para conduzir as entradas e saidas das fases sdo de viton, que € um

material resistente & ago da maioria dos solventes. O viton foi escolhido para
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permitir que oufros sistemas sejam usados, j& que os sistemas de duas fases

aquosas ndo sdo COrrosivos.

A temperatura dos experimentos foi mantida em(24+3) °C.

Figura 3.4 - Micro coluna de campénulas pulsantes.

Na figura 3.5, encontra-se uma figura da montagem experimental, composta
por duas bombas peristalticas, a micro-coluna, o controlador de pulsos e o

dispositivo que fornece os pulsos ao sistema.
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3.4 Procedimento Experimental — Operacio da micro-coluna

Para a operacdo da micro-coluna, com a finalidade de obter-se dados
relativos a transferéncia de massa e fracfio de retenco da fase dispersa, foi usado o

procedimento descrito a seguir:

Primeiro ¢ feita a alimentag@o da micro-coluna na entrada da fase pesada
{nesse caso, fase rica em sal). Depois de preenchida toda a micro-coluna, ajusta-se
a vazdo, por meio da bomba peristéltica no valor desejado. Em seguida, alimenta-
se a coluna com a fase leve (nesse caso fase rica em PEG). Ajusta-se também a
vazdo de alimentacdo da fase leve na vazio desejada. Nas saidas das fases leve e
pesada uma conexdo de plastico transparente, ligada aos bocais, permite que seja
observado se o liquido esta fluindo de maneira estavel, mantendo o nivel da coluna
constante. Para o controle do nivel de liquido no topo da coluna, que deve ser
mantido constante, periodicamente, as vazdes de saida de ambas as fases sdo

verificadas durante o tempo de operagdo da micro-coluna.

Optou-se por este modo de controle do nivel porque, como pode ser visto nas
figuras 3.4 e 3.5, para fixar a coluna a0 suporte e para construir a parte superior da
coluna por onde o sistemna de pulsacio € introduzido e onde esta o bocal de saida,
usou-se ago-inox, o que impede a visualizagio das fases no topo e no fundo da
coluna. Assim, ndo ¢é possivel que o controle do nivel de liquido na coluna seja

feito por meio da visualizacdo das fases no interior do equipamento.

Apds este procedimento, inicia-se a contagem do tempo de operacdo do
equipamento e deixando a micro-coluna operando por sessenta minutos. O tempo

de operagdo da micro-coluna foi escolhido baseado em trabalhos anteriores,
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ernbora tenha sido observado que, algumas vezes, o estado estacionario foi

atingido num tempo menor (aproximadamente trinta minutos).

No estado estacionario, as concentrages de saida das duas fases ndo variam
com o tempo, embora, na pratica, pequenas oscilagdes tenham sido verificadas.
Considera-se que essas oscilagdes ocorram devido a erros experimentais, por

possiveis imprecisoes nas medidas ou devido as impurezas.

Figura 3.5 — Montagem do Sistema de Extraco liquido-liquido

Periodicamente, durante a operagdo da micro-coluna, coleta-se amostras nas
saidas das fases do topo e do fundo da micro-coluna. Verifica-se, entdo, as vazdes
de saida das fases, por meio da medida do volume coletado durante um
determinado periodo de tempo. Essas amostras sdo analisadas posteriormente,

para que a concentragdo de proteina seja obtida.

Apds sessenta minutos de operagdo, termina-se a corrida (tempo de um

experimento). Fecham-se, simultaneamente, as entradas e saidas das fases. A
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seguir, retira-se todo o liquido que estd na coluna. deixa-se separar as fases e
mede-se o volume da fase leve e o volume total da colupa. Com este

procedimento, calcula-se a fragdo de retencgdo da fase dispersa.

3.5 Procedimento Experimental para Obten¢ido da Fracio de

Retencido da Fase Dispersa

O procedimento expertmental adotado no estudo da fracdo de retengio da
fase dispersa baseou-se em um método gque na literatura ¢ conhecido como
“método das interrupgdes simultaneas”. Usando-se este procedimento, obteve-se as

medidas da fracdo de retenco da fase dispersa em cada experimento realizado.

O “método das interrupgdes simultdneas” consiste nos seguintes

procedimentos:

Depois de alcancado o tempo de operacio do equipamento e retirada as amostras,
interrompe-se a alimentacdo das duas fases. Simultaneamente, interrompe-se o
mecanismo de pulsacio, fecha-se as saidas de ambas as fases e deixa-se o

contetido da micro-coluna em repouso, até que ocorra a separacdo das fases.

A seguir, mede-se o volume total do liquido e o volume da fase dispersa contidos
na micro-coluna, por meio da drenagem do contetdo da micro-coluna, que €
coletado em uma proveta graduada. Deixam-se os liquidos em repouso novamente,
para que as fases separem-se completamente e posteriormente, anota-s€ os

volumes desejados.
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3.6 Procedimento Experimental Usado no Estudo da

Transferéncia de Massa

O estudo da transferéncia de massa realizado neste trabalho foi baseado nos
resultados experimentais obtidos e aplicado as equagdes 2.6, 2.7, que fornecem os

valores do coeficiente de transferéncia de massa e indice de recuperagdo do soluto.

O procedimento experimental adotado para a aquisicdo dos dados de
transferéncia de massa consta basicamente de medidas de concentragio de proteina
na corrente de alimentacdo ¢ nas comrentes de saida da micro-coluna. Estas

medidas diretas ou usando-se ¢ Método de Bradford.

3.7 Variaveis Estudadas

Neste trabalho, € analisada a influéncia de algumas varidveis operacionais
sobre a hidrodindmica e transferéncia de massa na micro-coluna desenvolvida e
apresentada, possibilitando a identificacdo das melhores condi¢Ses de operagdo da
coluna, entre as estudadas, visando a obtencdo de eficiéncias mais elevadas. A

tabela 3.1 apresenta as variaveis que foram avaliadas e seus respectivos valores.

Tabela 3.1 — Vanaveis estudadas, relativas a operacdo da micro-coluna.

Variaveis estudadas Valores assumidos

Freqtiéncia de pulsacdo (pulsos/segundo) 0,11;0,16; 0,33

Razio entre as fases (V,/V) 0,5,1,0;15
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Nos experimentos em descontinuo, variou-se a composicdo dos sistemas de
duas fases aquosas a fim de se encontrar as melhores condi¢des de extracdo. Foram
estudadas trés linhas de amarracio para diferentes massas moleculares de PEG. As

tabelas com os valores dessas variaveis se encontram no Capitulo 4.

Para uma série de experimentos, variou-se a linha de amarragcdo para
sistemas formados com PEG [500 e 4000, com finalidade de verificar a influéncia
da concentragao de PEG e dos sais na operagdo da micro—-coluna. Os valores das

concentragdes de PEG e sal usados nestes experimentos foram:

PEG 1500/tostatos de potassio (Yop/p): 16.2/ 14,3
17,7/ 15,7

19,7/ 17,7

PEG 4000/fosfatos de potassio (%p/p). 16,2/ 14,3
17.7/ 15,7

19.7/17.7



Capitulo 4

Materiais e Métodos
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

A tabela 4.1 apresenta os reagentes e produtos quimicos utilizados neste

trabalho.

Tabela 4.1 - Reagentes utilizados nos métodos analiticos.

REAGENTES PUREZA FORNECEDOR
Tripsina (do pancreas suino) 99% de Pureza Sigma
Fosfato de Potassio monobasico Analitico Ecibra
Fosfato de Potassio bibasico Analitico Ecibra
Polietileno Glicol - 1500 Puro Synth
Polietileno Glicol - 4500 Puro Synth
Etanol Absoluto Synth
Acido Ortofosforico Puro Ecibra

4.2 Proteina

A proteina modelo utilizada foi a Tripsina do péncreas suino (comercial),

cujo ponto isoelétrico (pl) € 6,8, o pH otimo é 7,8 e 0 PM= 23.000g/mol.
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4.3 Preparacio dos Sistemas de Duas Fases Aquosas

4.3.1 Extracdo em Descontinuo

Para os processos de extracdo em descontinuo realizados em tubos de ensaio,

forarn pesados sisternas com massa total de 6 g.

As quantidades de PEG, fosfatos de potdssio e agua deionizada foram
pesadas, de modo que as concentragdes de PEG, sal e agua fossem obtidas. Para
obter-se o pH desejado. deve-se colocar as proporcdes adequadas entre os sais de
fosfato de potassio mono e bibasico. A relacio entre o pH e a proporgio entre 0s

sais encontram-se na tabela 4.2,

Tabela 4.2 - pH das solugbes de sais de fosfatos de razdes
[(mol/L)/(mol/L})], sal 1 : monobasico; sal 2 : bibasico (sais fosfato ~ de potassio

(K) ou de sddio (Na)) (Adaptada de Franco, 1992)

PH Razdo sal 1 :sal 2
[(mol/Ly/(mol/L}]

5.8 11,50

6,0 7,10

6,6 1,67

7.0 0,67

7,4 0,24

8,0 0,06
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Depois de pesados e misturados os componentes do sistema. estes sdo
agitados por 30 minutos em agitador magnético e, a seguir. agitado por um minuto

em “vortice”, para garantir a dissolucdo total dos componentes do sistema.

O procedimento ¢ ilustrado na figura 4.1:

Fase PEG i
/,,a—"‘““*--.\‘ ] -m“."\ f’m\
" P | | -
1
"@__Q@/Fnsc PEG
T,
®© KA
Ay : e Fase
s . % Fase Sai * e ® Fase Sal . e # Sal
. + @
c) d) e)
O Tripsina na Fase PEG
. Tripsina na Fase Sal

Figura 4.1 - Extracdo descontinua da tripsina.

adicdo da fase aquosa com tripsina;
agitacdo vortex por | minuto;
separacio das fases apds 10 minutos na centrifuga;

retirada da fase leve (fase com PEG):
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Foram utilizados sistemas de duas fases aguosas com as concentracdes de

polimeros e sais apresentados na tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Composic¢do dos sistemas de duas fases aquosas PEG-Fosfatos de

Potassio usados na extracio de proteinas.

Massa PEG/Fosfato de Potassio (%p/p)
Molecular Linhas de Amarragio
do PEG (Da)

I 2 3
1500 16.2 17.7 19,7
4000 16,2 17,7 19.7

Na maioria dos casos, para cada tipo de sistema, as concentragbes do
polimero e do sal foram escolhidas de forma a obter trés linhas de amarragédo: uma
proxima a¢ ponto critico, outra intermediaria e uma outra mais afastada do ponto

critico, tendo-se utilizado para este fim os diagramas de fases descritos por

Albertsson (1996).

4.3.2 Extracdo Continua de Tripsina em Sistemas de Duas Fases

Aquosas

Os sistemas de duas fases aquosas utilizados para a extragdio continua em
colunas de extra¢io liquido-liquido foram preparados da seguinte maneira:
quantidades pré-determinadas de PEG, sais de fosfato de potassio {mono e
bibasico) e agua deionizada foram pesados, misturados e agitados em um agitador
magnetico por cerca de 4 horas, para que o sistema atinja o equilibrio e os
componentes sejam totalmente dissolvidos. O volume total das fases preparado era

calculado de acordo com a vazdo escolhida para o experimento, permitindo a
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operacdo da micro-coluna por sessenta minutos e ¢ preenchimento da micro-
coluna com a fase rica em sal. A razio de sais mono e bibasico foram
determinadas de modo a obter-se um pH=6,0 para o expenmento com a Tripsina.
As fases foram deixadas em repouso por 24 horas em um decantador e entido, cada
fase foi cuidadosamente removida e estocada separadamente, para posterior uso na

micro-coluna.

4.4 Método Analitico

4.4.1 Preparacio do Reagente BRADFORD

O reagente foi preparado pela dissolugdo de [00 mg de Comassie Brilhant
Blue em 50 ml de etanol 95%, 100 ml de acido ortofosférico e aferido em 1 litro

com agua destilada. A solugdo € agitada por | hora e entdo filtrada. A solugio €

preparada na auséncia de luz.

4.4.2 Determinacio do Contetido Protéico

A determinacio da tripsina foi feita de acordo com o método do Bradford
(1976). O principio do método de BRADFORD ¢é baseado no fato que o corante
Comassie Brilhant Blue coexiste em duas formas de cores diferentes: a cor
vermelha e a cor azul. A forma da cor vermelha ¢ rapidamente convertida na outra
forma, por ligagdo da parte cromdfora do corante da proteina. A 400 pl da fase

adicionou-se 2 ml do reagente de BRADFORD e a absorbincia foi lida a 595 nm

antes de 15 minutos.
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4.5 Calculo do indice de Recuperaciio do Soluto

O “Indice de Recuperagio do Soluto” é obtido pela seguinte equagdo:

Iy = 4 (4.1 a)

Onde: ¢, € a fracdo massica de soluto na alimentagéo ¢ ¢, € a fragdo massica de

soluto na fase refinado.

Nos calculos realizados, usou-se a concentracdo {massa/volume) ao invés da

fragdo massica. Assim usou-se a seguinte equagio:

[ =L (4.1 b)

Onde: C, € a concentra¢io do soluto na alimentacio e C, € a concentragzo de

soluto na fase refinado.

4.6 Calculo do Coeficiente de Particio

O calculo do coeficiente de partigdo foi feito utilizando-se a férmula descrita

abaixo:

K = Concentragdo de tripsina na fase Superior/Concentra¢do de Tripsina na fase

Inferior
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4,7 Calculo do “Hold-up”

Na extracdo continua, apos ter sido atingido o estado estacionario em
condicOes de agitagdo e velocidade das fases pré-estabelecidas, foi determinado o
hold-up da fase dispersa pelo método do estancamento. Neste procedimento s3o
interrompidos simultaneamente os pulsos e correntes de entrada e saida da coluna.
A coluna fot entdo descarregada, em uma proveta graduada e lidos os volumes das
fases que estavam separadas pela gravidade. Desta maneira € retirada a medida do

“hold up” médio e o mesmo foi calculado utilizando-se a seguinte expressdo:

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



Capitulo 5§

Resultados e Discussoes
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5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Extracdo Descontinua

O processo de extragdo liquido-liquido da proteina Tripsina foi
primeiramente realizado em descontinuo para determinar pardmetros Otimos de
extracdo. As variaveis pH, concentragio do PEG e do Sal foram investigados para

se obter melhores resultados na extragdo continua.

A escolha do intervalo de investigagio das varidveis experimentais foi
baseada na literatura e nas caracteristicas bioquimicas da Tripsina. Essa proteina
apresenta massa molar de -23000 g/mol, pH oumo de 7.8, sendo que a
caracteristica mais importante para este tipo de separagéo € o seu ponto 1soelétrico,

de 6.8, pois por meio dele se consegue prever a carga liquida da proteina no pH em

estudo.

5.1.1 - Parametros Experimentais

Com a metodologia descrita no capitulo anterior, fot eleborada uma planitha
de experimentos baseados na variacdo do pH (6,0 e 7,0). concentragdo do Sal e
PEG e do tipo do PEG (1500 e 4000). Todos os experimentos foram realizados em

duplicata.

Os resultados obtidos nos experimentos encontram-se nas tabelas 5.1, 5.2,
53 e 54 e graficos 5.1, 5.2, 53 e 5.4. Nas tabelas, os resultados foram

apresentados pelas médias dos ensaios em duplicata.
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Tabela 5.1 — Resultado da extracfio descontinua de tripsina para PEG 1500 ¢
pH=6,0.

Sal (%) PEG(%)
Tie Line 1 14,00 55,28
Tie Line 2 11,01 61,26
Tie Line 3 8,70 59,01

o

s

o

£

i =5al

o - PEG|
mPEG|

o

Tieline1 Tieline2 Teline3
Linha de Amarracgdo

Figura 5.1 - Grifico da extracdo descontinua de tripsina para PEG 1500 e

pH=6,0.

Pelos resultados obtidos na tabela 5.1 e pelo grafico 5.1, observa-se que a
fase PEG extraiu a maior parte da tripsina da solugdo em relagdo a fase salina. A
tie line 2 apresentou a melhor extracdo na fase leve (PEG) em relagdo as outras tie
lines. O aumento na concentracio do sal e do PEG resultou na reducdo da extragio

da proteina na fase salina.

O balan¢o de massa ndo fechou devido ao acimulo de tripsina na interface

da solugdo e pelas perdas decorrentes dos ensaios.
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Tabela 5.2 — Resultado da extracdio descontinua de tripsina para PEG 1500 ¢
pH=7.,0.

Sal (%) PEG (%)
Tie Line 1 9,49 31,65
Tie Line 2 14,68 54,35
Tie Line 3 10,97 55,11

@Sal
mPEG|

% de Extracio

‘Teline1 Tieline?2 Tie line3
Linha de Amarragao

Figura 5.2 - Gréfico da extracdio descontinua de tripsina para PEG 1500 e
pH=7,0.

Os resultados representados na tabela 5.2 e no grafico 5.2 indicam que a tie
line 3 obteve a melhor extragio para a fase leve (PEG). Porém a extracdo pela fase
leve (PEG) na tie line 2 ficou proxima do resultado obtido pela tie line 3, o que
indica que altas concentracdes de sal e PEG ajudam na extrac¢do da proteina. Para
fase salina a fie line 2 obteve a melhor extragio em relagio a demais tie lines.
Notou-se que o aumento ou reducio da concentracio do sal e do PEG ndo elevou o

nivel de extragdo da fase salina.

Foi evidenciado o actimulo de tripsina na interface da solugéo, o que resultou

em perdas de proteina durante a extragio.
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Tabela 5.3 — Resultado da extragdo descontinua de tripsina para PEG 4000 e
pH=6,0.

Sal (%) PEG (%)
Tie Line 1 37,84 37,91
Tie Line 2 21,63 53.67
Tie Line 3 19,49 43,22

% de Extragdo

Tieline1 Tieline2 Teline3

Linha de Amarragac

Figura 5.3 - Grafico da extragdo descontinua de tripsina para PEG 4000 e
pH=6.0.

Pela tabela 5.3 e pelo grafico 5.3, observa-se que a extrag@io da fase leve
(PEG) e fase salina praticamente tiveram o mesmo valor para tie line 1. Isso
demonstra que a menor quantidade de sal ¢ PEG utilizada nesse sistema nio
alterou a extragdo nas fases. Com relagiio a fase salina, evidenciou-se gque com o
aumento da concentragio de sal, a quantidade de proteina na fase decresce

(“salting out™).

O balanco de massa ndo foi fechado devido as perdas provocadas pelos

ensaios e pelo actmulo de tripsina na interface da solugio.
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Tabela 5.4 — Resultado da extragio descontinua de tripsina para PEG 4000 e

pH=7,0.
Sal (%) PEG (%)
Tie Line 1 44,21 52,59
Tie Line 2 18,44 35,81
Tie Line 3 18,09 40,33

% de Extragio

Tieline1 Tieline?2 Teline3
Linha de Amarragao

Figura 5.4 - Grifico da extragdo descontinua de tripsina para PEG 4000 ¢
pH=7,0.

Nos resultados obtidos na tabela 5.4 ¢ no grafico 5.4, verifica-se que a menor
concentragdo de sal e PEG resuliou na melhor condi¢io de extracdo para fase leve
(PEG) para tie line 1. O mesmo ocorreu para a fase salina, a menor concentragio
de sal e PEG proporcionou a melhor extragdo na tie line 1. Evidenciou-se que para
tie line 1 ndo houve actimulo de proteina na interface da solugfo, mas nas demais

tie lines venficou-se que houve uma perda de proteina na interface.
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5.1.2 — Efeito do PEG

Os resultados da influéncia do PEG na extragdo da Tripsina sdo apresentados

nas tabelas 5.5 ¢ 5.6 e graficos 5.5 ¢ 5.6.

Tabela 3.5 — Resultado da extragfo descontinua de tripsina para pH=6,0

PEG 1500 (%) PEG 4000(%)
Tie Line 1 55,28 37,91
Tie Line 2 61,26 53.67
Tie Line 3 59,01 43,22

70
60 .
50 .
40
30 .
20 .
10

L PEG 700
@ PEG 4000 |

% de Extragao

Tielinet Teline2 Teline3

Linha de Amarracao

Figura 5.5- Gréfico da extra¢io descontinua de tripsina para pH=6,0.

Verificou-se nos resultados acima que o PEG 1500 teve um rendimento
superior ao do PEG 4000 nos ensaios para pH=6,0. Isso demonstra que o peso

molecular do PEG interfere na extracdo da proteina.
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Tabela 5.6 — Resultado da extracdo descontinua de tripsina para pH=7,0

PEG 1500 (%) PEG 4000(%)

Tie Line 1 31,65 52 59
Tie Line 2 54,35 35,81
Tie Line 3 55,11 40,33

Q

g

£ @ PEG 1500

»

w g PEG 4000

D e

-

=

Tieline1 Teline2 Tie line3
Linha de Amarragéao

Figura 5.6 - Grafico da extracio descontinua de tripsina para pH=7,0.

Observa-se nos resultados da tabela 5.6 e no grafico 5.6 que o PEG 1500

obteve uma methor extracdo nas tie lines 2 e 3 para pH=7,0. Pode-se notar uma

forte tendéncia para a extragio em um PEG com menor peso molecular. Para tie

line 1 observou-se a maior extracfo por parte do PEG 4000 em relagdao ac PEG

1500.

5.1.3 — Efeito do pH

Os resultados da influéncia do pH na extracdo da tripsina sdo apresentados

nas tabelas 5.7 e 5.8 e graficos 5.7 ¢ 5.8.
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Tabela 5.7 — Resultado da extragdo descontinua de tripsina para PEG 1500

pH=6,0 (%)

pH=7,0(%)

Tie Line 1 55,28 31,65
Tie Line 2 61,26 54,35
Tie Line 3 59,01 55,11
70
o 60
S 50
£ 40 | 6,0
174
2 10
Tie Line 1 Tie Line 2
Linha de Amarragio

Figura 5.7 - Grafico da extracdo descontinua de tripsina para PEG 1500.

Evidenciou-se na tabela e grafico acima que o pH=6,0 possui uma tendéncia

em extrair a proteina na fase leve (PEG) para o PEG 1500. Isso demonstra que a

variavel pH € importante na escotha da melhor condigio de extracédo.

Tabela 5.8 - Resultado da extracfio descontinua de tripsina para PEG 4000

pH=6,0 (%)

pH=7,0(%)

Tie Line 1 37,91 52,59
Tie Line 2 5367 35,81
Tie Line 3 432 40,33
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60
o 50
S 40
£ 30' @pH=6,0
b .
[11] =
o 20 mpH=r.0
-1
=

Tie Line 1 Tie Line 2 Tie line 3
Linha de Amarragao

Figura 5.8 - Grafico da extragio descontinua de tripsina para PEG 4000.

Verifica-se pelos dados obtidos na tabela e grafico acima que houve uma
melhor extragdo para pH=6,0 nas tie lines 2 ¢ 3, durante a extracio na fase leve
(PEG). Entretanto para a tie line | verificou-se que o pH=7,0 possui uma methor
extragdo. Isso confirma a importancia do pH na hora da escolha das melhores

condi¢des de operagdio na extracdio continua.

5.1.4 — Coeficiente de Particio

Com a metodologia descrita no capitulo anterior, verificou-se o
comportamento dos coeficientes de particdo baseados na variagdo do pH (6,0 e

7,0), concentragdo do Sal e PEG e do tipo do PEG (1500 e 4000). Os resultados

sdo mostrados no grafico 5.9 e 5.10.
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Tie Line 1 Tie Line 2 Tie line 3
Linha de Amarragio

Figura 5.9 - Grafico do coeficiente de particdo da tripsina para PEG 4000.

Observou-se que o coeficiente de parti¢do teve um valor maximo para
pH=6,0 na tie line 2 e para pH=7,0 para tie line 3. Isto significa que a diferenga de
concentragdo de proteinas entre as fases diminui quando a concentragfio do sal e
do PEG sio elevados. Um outro fator significativo que pode ser observado no
grafico acima, ¢ com relac8o ao menor do coeficiente de partigio tie line 1. Pode-
se dizer que a concentraciio de proteina nas fases teve uma influéncia da maior

razdo entre as concentragdes do sal e do PEG.

8
2
!3 : = . .
jhe H=
£ 4 g PH=7.0
13 ngmG’O
&
T 2
R

0

Tie Line 1 Tie Line 2 Tie line 3

Linha de Amarragdo

Figura 5.10 - Grafico do coeficiente de parti¢io da Tripsina para PEG
1500.
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Observou-se que o coeficiente de parti¢dio para pH=6,0 foi superior ao
coeficiente de parti¢iio para pH=7,0 em todas as tie lines. Nota-se que a diferenca
do coeficiente de parti¢io diminui a medida que a tie line decresce, isto pode ter

sido ocasionado pelo aumento da razdo entre as concentragdes de sal e PEG.

Analisando-se os resultados obtidos, o sistema formado por PEG 1500,
pH=6,0 e a Tie Line 2 (PEG/Sal — 17,7/15,7) foi considerada a mats adequada para
a extragio da Tripsina. As condi¢des mencionadas foram utilizadas para a extragio

liquido-liquido continua de tripsina na micro-coluna de campanulas pulsantes.

5.2- Extrac¢ido Continua

5.2.1 - Selecdo das Variaveis

A tabela 5.9 apresenta a lista de variaveis com o nivel (+), que produz
resultados “bons”, (-) que produz resultados “ruins” e (0) representa o ponto
central entre o nivel (+) e (-}, tendo como resultado a extragdo do produto. A % de
extracdo foi determinada segundo o capitulo anterior. Foram realizados 6 ensaios,
2 com nivel(+), 2 com nivel (-) e 2 com nivel (0), sendo que a ordem de execugio
dos mesmos foi sorteada para garantir que as varidveis ndo controladas ndo

interfiram no resultado.

Tabela 5.9 — Lista de variaveis para selecao

Variavel Nivel (+) Nivel (0) | Nivel (-)

Razdo da vazdo da fase leve/fase pesada 1,5 1,0 0,5

Freqiiéncia de Pulsacio (pulsos/segundo) | 1/3 1/6 1/9
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A tabela 5.10 apresenta os resultados médios obtidos nesta fase.

Tabela 5.10 — Resultados da selegdo das varidveis

{ Ensaio (aleatério) | Nivel das vazoes : Nivel de Pulsacdo Extracdo (%)
3 - - 43,99
2 - - | 85,33
—+
5 - + 47.54
‘ 4 + + 90.63
} 1 | 0 0 80.57
f 6 0 0 | 75.48

5-2-2) Cé]CUlO dO s Hold_up”

Determinou-se a fracdo de retencdo da fase dispersa (8) por meio da relagéo
entre o volume da fase dispersa retido na micro-coluna e o volume total da micro-

coluna, como visto no capitulo anterior. O resultados estio no grafico 5.11.
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Figura 5.11 - Gréafico do hold-up x Extracio (%).

Observou-se no grafico acima que a eficiéncia de separagiio esta ligada a
fracao de retengdo da fase dispersa. Isto ocorre devido ao crescimento da fracdo de
retencdo da fase dispersa, que promove um tempo maior de contato entre as fases,

e com 1550 2 transferéncia de massa é elevada.

5.2.3)Extracdao Continua de Tripsina na Micro-Coluna de

Campanulas Pulsantes

O estudo da extracdo fol realizado a fim de analisar o comportamento da
extracdo liquido-liquido durante o tempo de operacdo da micro-coluna. O

resultados obtidos sdo apresentados nos graficos 5.12, 5.13, 5.14, 5.15 e 5.16.
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Figura 5.12 - Grafico da Concentraczo de Tripsina x Tempo de Operacdo

para o ensaio |.

Verificou-se que a concentracio de tripsina aumentou com o decorrer do
tempo, tendo uma pequena queda no final dos 60 minutos. Evidenciou-se um pico
no inicio devido ao acumulo de proteina na interface das fases, seguido de uma

transferéncia menor de proteina para a fase PEG.
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Figura 5.13 - Grafico da Concentracao de Tripsina x Tempo de Operacdo

para O ensaio 2.
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Evidenciou-se no gratfico anterior, que a concentraciio da tripsina na fase
leve aumentou com o decorrer do tempo. Devido ao maior tempo de contato entre

as fases, foi possivel obter uma maior transteréncia de proteina para fase PEG.
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Figura 5.14 - Grafico da Concentracio de Tripsina x Tempo de Operacdo

para o ensaio 3.

Observou-se uma queda na concentragdo de tripsina nos primeiros 30
minutos de operagdo da coluna, em seguida a concentragdo voltou a aumentar até o
final da operagdo. A transferéncia de proteina para fase PEG pode ter sido
influenciada pela reducdo na razdo da vazdo de alimentagdo da fase leve sobre a

fase pesada.
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Figura 5.15 - Gréfico da Concentragio de Tripsina x Tempo de Operacido

para o ensaio 4.

De acordo com os resultados apresentados no grafico acima, evidenciou-se
uma estabilizagdo na concentragio de tripsina na fase leve. Neste ensaio utilizou-
se a maior vazdo de alimentacdo da fase leve e a maior freqiiéncia de pulsagdo. O

que contribuiu para uma concentragio estavel durante a opera¢io da coluna.
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Figura 3.16 - Grafico da Concentragiio de Tripsina x Tempo de Operagido

para o ensaio 5.

Verificou-se uma queda da concentragdo de tripsina nos primeiros 20

minutos e em seguida 0 mesmo voltou a apresentar um crescimento. Isso pode ter
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sido gerado pelo aumento na vazido de alimentacio da fase pesada em relacio a

fase leve e simuitaneamente o uso da maior freqiiéncia de pulsagdo.

5.2.4)Calculo do indice de Recuperacio do Soluto para os Ensaios

Realizados

Os dados referentes ao Indice de Recuperagdo do Soluto foram calculados a
partir dos valores médios das concentracdes de Tripsina nos ensaios realizados na

micro-coluna.

O comportamento do ndice de Recuperagio do Soluto, em relagio aos

ensaios realizados pode ser observada na figura 5.17.

100
a8
96
94
92 *
80

Soluto (%)

86
84 »
82

indice de Recuperagdo do

Nimero do Ensaio

Figura 5.17 — Grafico do Indice de Recuperaciio do Soluto em

relagio aos ensaios realizados na micro-coluna.

Evidenciou-se no grafico acima que o melhor indice de recuperagio do
soluto foi realizado no ensaio 1. Isto pode ser explicado pela mesma vazdo
utilizada na alimentacdo de entrada da fase leve e da fase pesada, simultaneamente

utilizou-se a freqliéncia intermedidria de pulsa¢io para o ensaio. Com estas
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condi¢des de operacdo houve uma maior interagio entre as fases possibilitando um

methor indice de recuperagio.

5.3)Planejamento Fatorial

5.3.1)Resultado dos Efeitos

A tabela 5.11 reune os resuitados dos calculos dos efeitos para a resposta
extracdo. Observando essa tabela verifica-se que alguns efeitos sio mais
significativos do que os outros. O valor que parece ser mais significativo é do

efeito Q. As demais interacOes parecem ser de menor importancia.

Tabela 5.11 — Efeito calculados para o planejamento fatorial 2° com a resposta

extragdo.

Média: 66,87

Efeitos principais:

Q (razdo da vazdo de alimentacio) 4222

L (freqiiéncia de pulsacio) 4.43

kd

Interacdo de dois fatores:

QL 0,87

Uma manetra de visualizar se os efeitos sdo significativos é por meio do
grafico Pareto de Efeitos, mostrado na figura 5.18. Esse grafico parece confirmar
as conclusdes feitas acima, pois, fora o efeito Q, as demais intera¢des ficam abaixo
no nivel de confianga de 95% (p=0,05) de significincia. As varidveis L. e QL
tiveram um efeito estimado em 0,69 e 0,57 respectivamente, ficando abaixo de

2,1, para serem consideradas significativas com p=0,05 (95% de confidnga). O que
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indica que fazem parte de uma populagio normal de média zero, isto €, pontos sem
significado fisico. Essa analise foi feita utilizando-se o programa STATISTICA®.

Parett Chart of Standardized Effects; Variable: RESP_
2*(2.0} design, MS Pure Error=16,67046

DV: RESP_
p— 05

- e -

(2)1., 6910097

%

o

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5.18 — Grafico Pareto de Efeitos

Uma maneira de decidir se os efeitos calculados sio significativamente
diferentes de zero ¢ o emprego de um teste t, aplicado na suposi¢io de que os erros
se distribuem normalmente. Neste teste, determinam-se intervalos de confianca

tendo o valor zero como ponto central:

0 + t, x erro padrio do efeito,

onde t, € o valor de t para n graus de liberdade, que se refere ao niimero de graus

de liberdade em que a estimativa do erro padrdo esta baseada.
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Como as observagdes individuais no planejamento fatonal foram realizadas
em duplicatas, a estimativa combinada da variancia de uma observacio individual

de s” (desvio padrdo), para um conjunto de N ensaios duplicados ¢ dada por:

' =3 di/2N =51,53/4x2 =644 (5.1)

onde di € a diferenca entre os valores do par numérico.

Em um planejamento fatorial 2° cada efeito ¢ uma combinacio linear de
dezesseis valores, com coeficientes £ '4. Admitindo-se que esses valores sejam
independentes, uma vez que as repetigdes foram idénticas e realizadas de forma

aleatoria, pode-se utilizar a Equagdo 5.1 para obter uma estimativa da variancia do

efeito (Barros Netos, 1995):
oc.=%a o, (5.2)

2 2 . ta . e . n -
onde (5 e (. 530 a varidncia populacional da variavel aleatoria x; e a varidncia

populacional da combinacéo linear, respectivamente, e a; so os coeficientes de

valor £1/4.

Como a varidncia de uma observacdo individual é estimada em 6,44, a

varidncia média de duas observacSes serd 6,44/2=3,22. Usando-se a estimativa de

~

$7=6,44 no lugar de O'"f e aplicando-se a equagio 5.2, a varidncia |/ de um efeito

pode ser estimada por:
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) = (1/16+..+1/16) x 3,22 = (4/16) x 3,22 = 0,805 (5.3)
O erro padréo de um efeito € a raiz quadrada desse valor, que ¢ 0,897,

No nivel de confianga de 95% o valor de t que corresponde a 4 graus de
liberdade é 2,776. Pode ser considerado estatisticamente significativo o efeito cujo

valor absoluto exceder
02,776 x 0,897 =249

Aplicando-se o teste t aos valores da tabela 5.11 observa-se que ¢
significativo apenas o efeito principal Q, cujo valor € superior ao valor de 2,49. Ja
a intera¢o L possui um valor pouco acima do valor limite e ndo havia sido

considerado significativo no grafico Pareto.

Observa-se, na Tabela 5.11 que o efeito de Q é positivo. Isto significa que,
a0 aumentar-se a razdo da vazdo de alimentacio ocorrerd um aumento na extragao

da proteina Tripsina.

O Q (raz3o da vazdo de alimentagdo) apresentou maior influéncia sobre o

processo devido ao maior valor absoluto do efeito.

5.3.2)Modelo Empirico

No capitulo 2, o item 2.6.4 descreve a metodologia para determinar o

modelo linear simplificado a partir do planejamento fatorial.
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No item 5.2.1 fot identificado como significativo o efeito Q e ajustadas as
respostas do planejamento fatorial a um modelo linear considerado satisfatorno

contendo esses termos e representado pela equagzo

v =be+ b Q + by + b,QL (54)

onde os termos b; sdo os coeficientes da reta de regressdo e os termos x; sdo 0s

fatores codificados.

Ao serem incluidos noves experimentos ao modelo, com faixas de variacio
intermedidrias dos tatores, deve-se verificar se 0 modelo proposto anteriormente
continua valido. Isto € feito por meio da analise de varidncia, que permite a

avaliaciio dos residuos deixados pelo modelo.

A Tabela 5.12 apresenta a andlise da varidncia para 0 modelo linear. Essa

analise foi feita utilizando-se o programa STATISTICA®.

Tabela 5.12 — Analise da vaniancia para ajuste do modelo linear

{

Fonte de ! Soma E N? de Graus de | Meédia Teste F
variacdo , Quadratica r Liberdade Quadratica
Regressdo ! 398724 i ; 3987.24 i 5009
Residuos 7.96 I 7.96 :

Falta de Ajuste 262,55 l 262,55 225
Erro Puro 116,69 7 | 116,69

Total 39952 | 10 !
% de Varidncia Explicada

(R%)=91,34
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Para testar se a equacdo de regressdo ¢ estatisticamente significativa
compara-se 0 valor calculado da razdo MQgr/MQ: com o valor tabelado de 4, no
nivel de confianga desejado, onde p e q sdo o nimero de graus de liberdade de

MQr e MQ,, respectivamente. A aplicagdo do teste F ndo pode ser feita, quando o

rmodelo apresenta falta de ajuste.

A razdo MQg/MQ., para 0 modelo em estudo tem o valor de 2,25
Comparado com o valor de Fy s = 5,59, Venfica-se que o modelo proposto néo

apresenta falta de ajuste.

O valor de MQp/MQ; ¢ 500.9. Quando comparado com F, | = 161.4, esse

valor indica que o modelo ¢ aitamente significativo no nivel de confianca de 95%.

Aplicando-se t para a determinacdo de intervalos de confianga para os
coeficientes da equac@io 5.4 verifica-se que os coeficientes b, € bjx ndo sio
estatisticamente significativos. Como mostra a tabela 5.13, os limites superior e
inferior dos intervalos de confianca dos coeficientes b, e b2 tém sinais contrarios,
indicando que o zero esta incluido nos intervalos. Como todos os valores dentro de
um intervalo de confianca tém a mesma probabilidade de ocorrer, os coeficientes

b; e b2, podem ter o valor zero.

Tabela 5.13 — Intervalos de conflanca (95%) para os coeficientes da equagéo

5.4
Varidvel Coeficiente Erro Padrdo  Limite Inferior | Limite Superior
Média Global 71,41 1,178645 68,62295 74,19705
Q 22,325 1,44354 1891157 25,73843
L 0,9975 1,44354 -2,415929 4,410929
QL -0,79 1,44354 -4,203429 2,623429
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Retirando-se os termos b2.L e b;2.QL da equago 5.4 o modelo empirico fica:

E=71,41 +22325.Q (5.5)

5.3.3) Analise da Superficie de Resposta para o Sistema

Utilizando o programa STATISTICA®, com os dados da tabela 5.10
determinou-se os graficos da Superficie de Resposta do Sistema e suas Curvas de

Nivel. Os resultados estdo representados nas figuras 5.19 e 5.20.

Fitted Surface; Variable: RESP_
2**(2-0) design; MS Pure Error=16,67046
DV: RESP_

T aSEY

= 67728
72,817

Figura 5.19 — Superficie de Resposta do Sistema

No grafico acima observa-se que com o aumento da razdo da vazio de
alimentagdo (Q) resulta em uma melhor extracdo. Isso demonstra que o sistema
sofre uma grande influéncia na transferéncia de massa pela relacdo das vazdes da
fase leve e pesada. Com relagiio a freqliéncia de pulsacio, ficou evidente pelo

grafico que sua influencia foi pequena na transferéncia de massa.
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Fitted Surface, Variable: RESP
2%%(2-0) design; MS Pure Error=16,67046
DV: RESP_

1.2

0.8

0.4

0,0

Figura 5.20 — Curva de Nivel da Superficie de Resposta

Pelo grafico 5.20 notou-se a grande variagdo de extracdo da proteina nos trés

niveis de Q, enquanto que L teve uma minima variacdo de transferéncia de massa.
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6 — CONCLUSOES

Os estudos desenvolvidos neste trabalho mostram que:

- A extragdo em tubos de ensaio (batelada) para a extra¢do da Tripsina séo
influenciados pelo peso molecular do PEG, pelo pH e pela concentrag@o do Sal e
PEG.

- Os resultados obtidos no sistema bifasico numa micro-coluna pulsante

mostrou-se bastante adequado, obtendo-se uma extracio de 90,63%.

- A freqiiéncia de pulsagdo teve pouca influéncia na extragdo continua da

Trpsina.

- Um alto indice de extragdio de Tripsina foi provocado pela razdo entre
vazdes da fase leve e pesada, 0 que mostrou ser uma varidvel de grande

importancia nos ensaios.

- Os resultados do hold-up (em torno de 90% de extracdo) indicaram um

elevado indice de extra¢do para uma alta fragio de reten¢do da fase dispersa.

- A aplicacdo de métodos estatisticos para o estudo do sistema € adequada, a

modelagem apresentou uma boa correlacio.

- O equipamento mostrou ser de facil opera¢@io e sem apresentar problemas

durante os ensaios. O que torna viavel para utiliza¢3o em processos industriais.
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6.1 — Sugestdes

Como propostas para dar continuidade ou complementar este estudo, pode-

se citar:

e Obten¢do de uma modelagem matematica da coluna, para promover o

scale-up do processo.

¢ Uma andlise da influéncia da temperatura, visando refinar esta

informacgdo no impacto na transferéncia de massa.

o Utilizar outros tipos de sistemas de duas fases aquosas, como por

exemplo: PEG-Dextrana, PEG —~Glucose, etc.

+ Utilizar o sistema para a extragdo de outros tipos de proteinas, como por

exemplo: tirosina, leucina, valina, etc.

o Utilizar uma bomba de maior vazdo, para a realizagdo de ensaios em

oufros niveis de razdo entre a vazoes das fases.
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