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RESUMO

A viabilidade da producfio e comercializagio de biomateriais estd relacionada aos
custos do produto final. A etapa de separacio e purificagiio (“downstream processing™) ¢ a
principal responsavel pelos altos custos de produgfio dos biomateriais. Assim, € evidente a
necessidade do desenvolvimento de novos processos de separagdo que sejam
economicamente mais interessantes. A particio em sistemas aquosos bifasicos € uma
alternativa aos processos de separagfo existentes, que vem sendo muito estudada nos
ultimos anos. Sistemas aquosos bifisicos formam um meio adequado & preservagfio das
propriedades dos biomateriais e permitem a utilizagdo de equipamentos de extragio liquido-

Hquido que operam em continuo.

Neste trabalho, foi desenvolvida uma micro-coluna agitada por campénulas pulsantes.
Este sistema de agitacio promove um eficiente contato entre as fases, aumenta o tempo de
contato entre elas e também evita a desnaturacio de enzimas e proteinas. Os estudos foram
realizados com sistemas de duas fases aquosas formados por PEG (polietileno glicol) e sal
(fosfato de potéssio mono e bibasico). As proteinas usadas foram o citocromo b3, em pH
7,3 e a enzima ascorbato oxidase, em pH 6,0, a partir de seus extratos brutos. Realizou-se o
estudo da extrag@io em descontinuo, a fim de encontrar-se as concentragdes de equilibrio € o
melhor sistema de extragfio (concentragdes de PEG e de sal e massa molecular de PEG). A

melhor condigio obtida foi usada na operagéo continua da micro-coluna.

Verificou-se que a micro-coluna desenvolvida teve operagiio estavel e que altas
eficiéncias foram alcancadas. Os pardmetros estudados no equipamento foram a freqiiéncia
de pulsagdo e a vazio total das fases que entram na coluna. Nas melhores condi¢bes de
operagdo, que foram alta freqiiéncia de pulsagdo (1 pulso/segundo) e baixa vazdo total das
fases (cerca de 4,7 mL/min), chegou-se a obter eficiéncias de aproximadamente 100%. Os
valores da fracdio de retenco da fase dispersa variaram entre 0,09 e 0,425. As condigdes de
inundaciio ndo foram atingidas. Assim, o principal objetivo deste trabalho, que era o
desenvolvimento de uma coluna de extragdo que aumentasse o tempo de contato entre as
fases e a obtencdo de altas taxas de transferéncia de massa, sem desnaturar as enzimas e

proteinas, foi alcangado com sucesso.



ABSTRACT

Viability of biomaterials production and commercialization depends on product costs.
Biomaterials separation and purification steps, from the fermentation broth (downstream
processing) is the main factor that contributes to high production costs of these products.
So, it’s clear the need of developing new separation processes that are economically more
interesting. Partition in aqueous two-phase systems is an alternative for the separation
processes, that bas been studied extensively on late years. In aqueous two-phase systems,
the high water content makes it an environment adequate for preservation of biomaterials
properties. Other favorable factor is the possibility of using liquid-liquid extraction

equipments that operate continuously.

In this work, it was developed a micro-column agitated by pulsed caps. This agitation
system promotes an efficient contact between the phases in the column and also avoids
enzyme denaturation and the loss of main proteins properties. It had been analysed the
influence of various operational and solutions parameters i the system behaviour. The
aqueous two-phase systems studied were formed by PEG (polyethylene glycol) and salts
(Potassium Phosphate monobasic and dibasic). Proteins used were cytochrome b5, at pH 7,3
and the enzyme ascorbic oxidoreductase, at pH 6.0, from their extract. It was done batch
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-cohmmn.

It was observed that the micro-column developed in this work had a stable operation
and that high efficiencies values were reached. Parameters studied in the equipment were
pulse frequency and overall flowrate. At better operational conditions, that were high pulse
frequency (1 pulse/second) and low overall flowrate (approximately 4,7 mL/min}, it could be
obtained separation efficiencies close to 100%. Hold up values varied between 0,09 and
0,425. Flooding conditions were not reached. So, the main objective of this work, that was
the development of an extraction column that rises the contact time between the phases and

the mass transfer rates, avoiding the proteins and enzymes denaturation, was sucessfully get.
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Os significativos avangos tecnolégicos na Biotecnologia, especialmente devido a
manipulages genéticas de microorganismos, tornam possiveis a produgfio de proteinas e
outros biomateriais de interesse industrial, por meio de processos fermentativos. Porém, a
viabilidade de produgfo e comercializagio desses produtos em escala industrial dependem
do custo de produgfio. Assim, o desenvolvimento de métodos de extragfo e purificaciio de
biomateriais (“downstream processing™) € importante, j& que esta ¢ uma etapa limitante

nestes processos de producfo.

Cerca de 50 % a 90 % do custo de producdo de um bioproduto concentra-se na
purificagfio. Portanto, para o processamento em larga escala, € necessario empregar técnicas
de bioseparagfo, que sejam eficientes e econdmicas ¢ que atinjam altos graus de recuperagéo
e pureza, preservando a atividade biolégica da molécula (Diamond et al., 1992). Algumas
caracteristicas dos biomateriais, como : baixa concentragdo inicial, o elevado grau de pureza
dos produtos, a sensibilidade térmica e a necessidade de preservar as principais propriedades
dos compostos, tornam esta etapa complexa e onerosa em relaciio aos custos globais de

producdo (Coimbra, 1995).

Os métodos de purificagdio, comumente utilizados nos processos de recuperagio dos
produtos obtidos por fermentacdo, envolvem vérios procedimentos. Estes métodos
geralmente requerem muito tempo, sfo onerosos € podem levar a baixos rendimentos de
recuperagdo do produto, principalmente em operagdes em larga escala. Assim, vém sendo
estudados e desenvolvidos novos processos de purificagfo, que visam a reducfo dos custos
e do tempo de processo, diminuicio do numero de etapas necessarias e aumento da
eficiéncia de separagdo e grau de pureza dos produtos. Entre estes processos esté a extracio
liquido-liquido, que pode ser usada como uma etapa de pré-purificagdo, substituindo um
outro método de separagio que seja mais caro ou reduzindo 0 nimero de etapas necessarias

no processo.

A extragio liquido-liquido vem sendo usada hd muitos anos como uma importante
técnica laboratorial de separacfio. A sua aplicagfio, em larga escala, iniciou em meados deste
século. A partir de entdo, teve um grande desenvolvimento na indistria, abrangendo os mais

diversos setores, desde a extracdo de metais nobres até a purificag@io de antibi6ticos.
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- A-extracio liquido-liquido é uma técnica promissora de extragfio-e purificacdo que -
envolve a particdo de biomoléculas entre duas ou mais fases imisciveis ou parcialmente
misciveis. Entretanto, no processamento de biomoléculas, o nimero de solventes capazes de
conjugar solubilidade e estabilidade ¢ muito limitado (Diamond et al, 1992). Isso faz com
que outros sistemas liquidos sejam usados na extrago liquido-liquido para a separacio de
biomateriais. Entre esses sistemas estfio as solugSes de micelas reversas e os sistemas de
duas fases aquosas. O uso de solventes orgénicos é, normalmente, limitado pelas
caracteristicas hidrofilicas dos produtos de fermentagio. Além disso, os solventes orgnicos

s#0 geralmente toxicos para as proteinas e provocam a desnaturacio das mesmas.

Os sistemas de duas fases aquosas, que vém sendo usados com sucesso, sfo sistemas
de extracio constituidos por duas fases aquosas imisciveis ou parcialmente misciveis,
obtidas pela adicdio em agua de dois polimeros hidrofilicos, como por exemplo, o polietileno
glicol (PEG) e a dextrana ou de um desses polfmeros e um sal, como por exemplo, 0 PEG e
o fosfato de potassio em concentragdes acima de suas concentragdes criticas. Os polimeros
podem ser sintéticos, como € o caso do PEG que € um éter polimérico, ou naturais, como é

o0 caso da dextrana que € uma cadeia de agucar (Coimbra, 1995).

A extracBio liquido-liquido utilizando sistemas de duas fases aquosas tem sido uma
area de grande interesse nos ultimos anos. Muitos estudos t€m sido desenvolvidos visando a
aplicagdo destes sisternas na separacfio, em escala laboratorial, de vérios biomateriais, como
proteinas e organelas celulares, entre outros (Porto, 1998). Os sistemas de duas fases
aquosas mais freqiientemente estudados ¢ utilizados na purificago de biomoléculas sdo os
sistemas PEG/Dextrana/Agua e PEG/Sal/Agua (Diamond et al, 1992). Devido ao alto
conteido de 4gua presente nestes sistemas, € possivel separar e purificar bioprodutos sob
condi¢des suaves, em um ambiente adequado a preservacdo de suas principais propriedades
(Kula, 1982; Albertsson, 1986).

Os sistemas de duas fases aquosas podem ser facilmente ampliados da escala de
laboratério para a planta piloto. As vezes, muito pouco tempo é requerido para que a
maioria dos sistemas de duas fases aquosas formados por polimero e sais alcance o

equilibrio e o transporte entre as fases é rapido. Além disso, as fases sdo compativeis com
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muitas proteinas conhecidas. Portanto, o uso de sistemas de duas fases aquosas sfo uma
alternativa extremamente atrativa para a separagfo e purificacio de proteinas, em larga
escala.

Segundo Albertsson (1986), vérios fatores influenciam a particdo de proteinas e o
coeficiente de particfio. Os principais fatores sd0 : a hidrofobicidade, a carga da proteina, o
pH do meio, a distribuicdo de fons e a carga dos polimeros envolvidos, o tamanho da

proteina e do polimero, entre outros. Isto torna estes sistemas bastante versateis.

Qutro fator favoravel ao emprego de sistemas de duas fases aquosas em processos de
extracdo liquido-liquido, é a possibilidade de usar-se equipamentos que operam em
continuo. Assim, hd a necessidade do estudo da operago e de transferéncia de massa na
extragdo liquido-liquido aplicada a processos de separacio de biomateriais, com a finalidade
de projeto ou simplesmente para um melhor entendimento do processo. Contudo, a maioria
das pesquisas nesta area concentra-se na determina¢io do equilibrio de fases, do coeficiente
de particBio e na extracdo em batelada, sendo necessdrio um maior niimero de trabalhos
visando o estudo de equipamentos de extragio que operam em continuo, aplicados a

bioseparagtes (Coimbra, 1995).

Operac¢des continuas em extragdes liquido-liquido com sistemas convencionais j4 sdo
bem desenvoividas. Alguns estudos com duas fases aquosas em colunas de extragfo ja foram
realizados. Esta técnica, entre outras vantagens, reduz os custos fixos e variaveis, possibilita
a automagdo do processo, reciclagem continua dos produtos quimicos (Greve e Kula, 1991),
diminui o tempo de processamento, ja que o sistema alcanga o equilibrio mais rapidamente.
A separagiio das fases € rapida, nfio sendo necessario usar centrifugas, além da minimizagio

do espago fisico ocupado, j4 que as unidades néo sfo volumosas (Coimbra, 1995).

Apesar de certas propriedades dos sistemas de duas fases aquosas, tais como a baixa
tensdo interfacial, pequena diferenca entre as densidades e maiores viscosidades,
principalmente para sistemas contendo biomassa, o emprego de sistemas de duas fases
aquosas para a purificacfio continua de proteinas, em diferentes tipos de extratores, ja foi
demonstrada com sucesso por varios autores como Hustedt et al (1985), Jafarabad et al
(1992 a,b), Coimbra (1995), Pawar et al (1997) e Porto (1998), entre outros.
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Assim, este trabalho teve como objetivo principal o estudo da extragdo de proteinas
em um equipamento de extracio que opera continuamente € com escoamenio em contra-
corrente. Com esta finalidade, desenvolveu-se uma micro-coluna agitada por campanulas
pulsantes, visando promover um eficiente contato entre as fases através de uma agitagéio
suave, obter um maior tempo de contato entre as fases no interior da coluna e evitar a
desnaturag@io e perda das principais propriedades das proteinas, devido a agitagSes muito
fortes ou sistemas extratores muito agressivos. Além disso, teve-se como objetivo também,
evitar a formacgfio de emulsGes estédveis, o que facilimente ocorre em sistemas biologicos e
obter uma rapida separacio entre as fases. Nfo h4 referéncia na literatura do uso de colunas
pulsantes com sistemas de duas fases aquosas, na extraclio de proteinas ou outros
biomateriais, nem no emprego de campénulas como dispositivo que promove a agitac#o.

Este equipamento foi desenvolvido neste trabalho.

Neste estudo ¢ feita a andlise da influéncia de varios pardmetros operacionais e das
propriedades fisicas das fases sobre a eficiéncia de extragfio. Os sistemas de duas fases
aquosas empregados foram formados por PEG e sal (fosfato de potassio mono e bibasico).
As proteinas usadas nos experimentos foram o citocromo b5 e a ascorbato oxidase obtidas a

partir de Escherichia coli e Curcubita maxima, respectivamente, em seus extratos brutos.

Foram realizados, primeiramente, experimentos em descontinuo {(tubos de ensaio), a
fim de encontrar as melhores condicdes de extracgio, relacionadas ao sistema de duas fases
aquosas, como por exemplo, massa molecular e concentragSes de PEG e de sal (fosfatos de
potassio). A melhor condi¢do, obtida em descontinuo, foi usada na operagiio continua da
coluna, a fim de avaliar o comportamento do equipamento e do sistema durante a operagéo.
Os parédmetros analisados no equipamento foram a freqiiéncia de pulsa¢io e a vazdo total
das fases que entram na coluna (carga total). Quanto & hidrodinimica, foram avaliados a
fracdo retida da fase dispersa (“hold up”), a velocidade caracteristica e o ponto de
inundagio. Quanto 4 transferéncia de massa, foram avaliados o Indice de Recuperacio do
Soluto, a Eficiéncia de Separacgio e o Coeficiente de Transferéncia de Massa. Assim, com 0s
dados obtidos, foram encontradas as melhores condicdes de extraglo para as faixas de

operagdo estudadas. Foi feita também uma andlise da influéncia de cada parimetro de
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operagdo e da combinagdo dos parimetros nas grandezas relacionadas ao estudo da

hidrodindmica e da transferéncia de massa.

Objetivos

* Estudar a aplicagdo da extragdo liquido-liquido em processos biotecnoldgicos,
visando diminuir o nimero de etapas e os custos do processo e obter produtos de boa

qualidade ¢ alto grau de pureza,

* Desenvolver uma micro-coluna agitada por campanulas pulsantes, que promova uma
agitacdo eficiente, mas suave, para emprego na separagio e purificacio de biomateriais,

como proteinas,

* Analisar a possibilidade de aplicacfio de sistemas de duas fases aquosas neste

equipamento,

* Estudar a transferéncia de massa através da andlise da eficiéncia de separagfo,
percentagem de proteina transferida e coeficiente de transferéncia de massa na operagiio

continua da coluna e coeficiente de particdo e fator de purificacdo em descontinuo,

* Estudar a hidrodinimica através da analise da fracfo de retengfio da fase dispersa, da

velocidade caracteristica e do ponto de inundacéo,
* Estudar a extragéo e purificagfio de extratos brutos, visando o estudo de casos reais,

* Aplicar a metodologia de Planejamento Experimental para avaliar a influéncia das

varidveis do processo de extrago continua no comportamento do sistema escolhido.
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2.1. Introdugio

Neste capitulo sdo apresentados uma revisio de literatura sobre os principais topicos
relacionados a este trabalho e os fundamentos tedricos relacionados a0 tema estudado. Os
assuntos abordados neste capitulo sfio: proteinas, processos de separagfio aplicados a
biotecnologia, extragio liquido-liquido, transferéncia de massa, fragéio de retengZo da fase
dispersa e sistemas de duas fases aquosas.

A micro-coluna com campanulas pulsantes € um equipamento desenvolvido neste
trabalho e por isso a reviséo sobre equipamentos de extragdo de operagiio continua abrangeu
todos os equipamentos usados para extracdio de proteinas com sistemas de duas fases
aquosas. No foi encontrada nenhuma publicag@o referente ao uso de colunas pulsadas na

extracdo de biomateriais com sistemas de duas fases aquosas ou outros sistemas.
2.2. Proteinas

As protefnas sdo macromoléculas cuja estrutura € constituida de polipeptideos, que
sdo cadeias extremamente longas de muitas unidades de aminoacidos, unidas por ligagSes
peptidicas (Lebninger, 1986). As proteinas nfio sfio apenas as macromoléculas mais
abundantes, mas também sfo extremamente versateis em suas fungdes. Atualmente, elas séo
comercialmente muito importantes, principalmente nas inddstrias de alimentos e
farmacéutica. Todos os vinte aminoacidos encontrados em proteinas tém em comuwm um

grupo carboxila e um grupo amina, ligados aoc mesmo dtomo de carbono.

A cadeia polipeptidica de diferentes proteinas pode ter um niimero qualquer de
residuos de aminoacidos, de um minimo de aproximadamente 100 até um maximo proximo a
1800. O peso molecular das proteinas pode variar de cerca de menos de 12000 Da, para
pequenas proteinas, a pesos moleculares maiores que 10° Da, no caso de proteinas com

cadeias polipeptidicas muito longas ou com varias cadeias polipeptidicas (Lehninger, 1986).

As proteinas podem ter quatro tipos de estruturas. As definigdes de Murray et al
(1994) encontram-se a Seguir.
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» Estrutara Primaria - refere-se 3 sequéncia dos aminodcidos na cadeia ¢ a

localizacdo das pontes dissulfeto, se existirem.

+ Estrutura Secundiria - sfo as relagbes no espago entre os aminodcidos
componentes da estrutura primaria. Estas estruturas podem ser regulares, por exemplo, «-
hélice, ou exibir algumas irregularidades, por exemplo, enovelamento.

« Estrutura Terciaria - para uma proteina, contendo uma unica cadeia polipeptidica,
refere-se ao arranjo global e relacGes entre as varias regides e aminodcidos individuais. A
estrutura terciaria considera as relacdes espaciais entre residuos de aminoéacidos que,

geralmente, podem estar distanciados quando considera-se a estrutura priméria.

« Estrutura Quaternaria - as proteinas apresentam a estrutura quaterniria quando
sdo constituidas por duas ou mais cadeias polipeptidicas unidas por pontes de hidrogénio e
ligagBes eletrostaticas formadas entre residuos da superficie das cadeias polipeptidicas.

Pode-se identificar varias classes de protefnas de acordo com as suas funcgQes
biologicas (Lehninger, 1986), entre elas estdo, por exemplo, as enzimas, que sfo proteinas

com atividade catalitica.

As proteinas também podem ser divididas em duas classes, baseadas em sua forma e

certas caracteristicas fisicas, em Proteinas Globulares ¢ Proteinas Fibrosas. Nas proteinas

globulares, a cadeia, ou cadeias, polipeptidicas estfio enroladas, de modo compacto, emuma
forma globular ou esférica. Elas sfo usualmente soliveis em sistemas aquosos ¢ difuindem-se
facilmente. Proteinas fibrosas sfo moléculas insoliiveis em 4gua, compridas e filamentosas,
que tem a cadela polipeptidica estendida ao longo de um eixo.

Na figura 2.1, encontra-se uma fotografia obtida através de uma determinacio por
difracdo de raios-X, com uma resolucio de 1,8 Angstrons, do precursor, zimogénio, da

pepsina A, de origem suina. Esta enzima tem estrutura globular de aproximadamente 70 nm.
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Figura 2.1 - Zimogénio da pepsina A, proteina globular.
2.2.1. Desnaturag¢io das Proteinas

Além da estrutura primdria, termo usado para designar a estrutura covalente das
proteinas, as estruturas secundérias, tercidrias e quaternarias das proteinas sfo muito
importantes, j& que estdo relacionadas com sua atividade bicldgica e, ainda, com a
especificidade da espécie a qual pertencem. As mudangas provocadas por agentes agressores
em uma proteina sfio conhecidas como desnaturacfio. Essas mudangas podem ocorrer em
qualquer um dos quatro niveis estruturais e sfo, geralmente, irreversiveis. Uma importante
consequéncia da desnaturagdo de uma proteina, ¢ que ela quase sempre perde sua atividade

biol6gica caracteristica.

A desnaturacfio de proteinas pode ser provocada pelo efeito da temperatura, por
valores inadequados de pH, por solventes orgénicos, por solutos como a uréia, pela
exposigdo da proteina a alguns tipos de detergentes, pela agitagio extremamente vigorosa da
solucdo protéica, presenca de certos fons ou sais caotrdpicos na solugfo que contém as
proteinas, oxidagio, forca iGnica, entre outros. A desnaturagfio pode ocorrer também em
condicdes amenas, nfio sendo obrigatéria a ocorréncia de condicdes extremamente

agressivas. Testes mostram que quando as proteinas sofrem desnaturacdio, nfo ocorre
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necessariamente o rompimento de ligagBes covalentes da cadeia polipeptidica. Conclui-se
que a atividade bioldgica das proteinas depende de todos os quatro niveis estruturais. As
moléculas de proteinas sdo, portanto, frageis e facilmente desorganizadas. Na purificagéo e
isolamento das proteinas, precisa-se tratd-las com cuidado, a fim de evitar a desnaturagio
(Lehninger, 1986).

2.2.2, Proteinas de Estudo

Neste trabalho, sfo estudadas a particio e a extragdo, em sistemas de duas fases
aquosas, de duas proteinas a partir de seus respectivos extratos brutos. Estas proteinas sdo:
citocromo b5 e ascorbato oxidase, que € uma enzima. Estas proteinas foram escolhidas pela

disponibilidade dos seus extratos brutos.
2.2.2.1. Citoeromo b5

O citocromo b3 faz parte de um complexo enzimatico que catalisa a insaturagio de
acidos graxes. Trata-se de uma proteina de membrana constituida por uma unica cadeia
polipeptidica e cuja estrutura tercidria apresenta dois dominios distintos. Um deles, de
natureza globular e hidrofilica, contém um grupo heme que esté envolvido nas reagdes de
oxi-reducfio nas reaces de msaturacfo de Acidos graxos. Pelo contririo, o outro possui
natureza hidrofobica e € responsdvel pela ligacfo da proteina & membrana do reticulo

endoplasmatico (Porto, 1998).

O dominio hidrofilico do citocromo b5 de rato foi clonado em Escherichia coli (TB1)
através da sintese de novo do gene e da sua introdugdoc no plasmideo pUC 13 (von Bodman,
1986), o que permite a sua producfio por fermentacdio, acumulando-se esta no espago
intracelular. A proteina assim obtida possui uma massa molecular de 13600 Da e um ponto
wsoelétrico de 4,4. Ao longo deste trabalhe, o dominio hidrofilico do citocromo bS de rato ¢

designado apenas por citocromo b3 (Porto, 1998).
2.2.2.2. Ascorbate Oxidase

A ascorbato oxidase é uma cupro-proteina contendo aproximadamente 0,46% de

cobre, 0 que corresponde a 10 atomos de cobre por molécula de enzima. Esta enzima pode
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ser extraida da Curcubita maxima, conhecida regionalmente como abdbora e possui uma
massa molecular de 150000 Da (Sthothkmp e Dalson, 1977).

Uma analise conformacional em tampdo fosfato (10 mM e pH 7,6) demonstrou que a
enzima existe predominantemente em estado B-conformacional, nfo sendo encontradas
formas helicoidais. A ascorbato oxidase é constituida de duas subunidades idénticas ligadas
por duas pontes dissulfeto, cada subunidade tem uma massa molecular de 70000 Da e
consiste de duas cadeias polipeptidicas com massas moleculares de aproximadamente 30000
e 40000 Da (Sthothkmp e Dalson, 1977).

O principal interesse no estudo da ascorbato oxidase consiste no fato da enzima exibir
alto grau de especificidade para o acido ascOrbico, o que torna bastante atraente sua
utilizagdo em sensores analiticos para determinagfio do teor de dcido ascdrbico em sucos de
frutas, iogurtes, alimentos em geral e também em fluidos biologicos (Porto, 1998).

2.3. Etapas de Separaciio em Processos Biotecnoldgicos

Na obtengdo de substincias através de técnicas biotecnologicas € necessério separar
misturas de vérias proteinas, além de outros contaminantes. Existem varias técnicas com esta
finalidade. Entre elas estfo a didlise, a eletroforese, a filtracio em gel e cromatografia, entre
outros. Alguns fatores que limitam o uso de algumas destas técnicas sfio os baixos
rendimentos, alto custo e dificuldades de utilizacdo em larga escala. Uma sequéncia geral
tradicional para a purificagfio de proteinas intracelulares é mostrada a seguir (Hustedt et al,
1985):

- Quebra das células

- Remoc¢do dos fragmentos de células : » Centrifugacio
» Filtrag&o

- Concentragdo : « Ultrafiltracfo

» Tratamentos Térmicos e/ou de pH
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= Precipitago por sal, solventes ou polimeros
» Remogdo seletiva de dcidos nucleicos e outras fragSes

- Alta Purificacdo : + Cromatografias (por exemplo, cromatografia em gel, de troca
iénica, de adsorgéio, de afinidade, por hidrofobicidade)

- Concentragéo Final

A purificagio de proteinas, do ponto de vista técnico, encontra muitas dificuldades e
exige um elevado mimero de etapas. Por exemplo, a remogio dos fragmentos da célula é
dificil devido ao pequeno tamanho das particulas e & viscosidade da solugfio. As etapas de
precipitagio podem levar a baixos rendimentos e reprodutibilidade limitada. O uso de
procedimentos cromatograficos, em muitos casos, é limitado pela escala das operagdes e
pelo custo das resinas (Hustedt et al, 1985). Por isso, a extraglio liquido-liquido tem
despertado o interesse de pesquisadores como mais uma etapa no processo de purificagio e
separagio de proteinas. Deve ser lembrado que a extracdo liquido-liquido é usada como uma
etapa intermedidria de separagdo, que substitui métodos de separagfio mais caros ou diminui
o niimero de etapas de separagio necessarias no processo.

Durante os Gltimos anos, a purificagdo e separagdo de proteinas fundamentadas nos
principios de particBo em sistemas de duas fases aguosas tém sido desenvolvidas. Esta
técnica de extragdo parece ser especialmente adequada para as primeiras etapas dos
procedimentos de separag@io, mas pode substituir etapas cromatograficas ou ser aplicada
antes da cromatografia (Hustedt et al, 1985).

2.4. Extracio Liquido-Liquido

Uma situagdio muito comum na Engenharia Quimica € a separagio dos constituintes de
uma mistura liquida homogénea composta de dois ou mais componentes. Para realizar esta
separaglio existem vérios métodos cuja aplicagfio € limitada pelas caracteristicas fisicas e
quimicas dos componentes da mistura a ser separada, pelos custos do processo de separagio
e pelas condigdes disponiveis para a implantagdo do processo escolhido.

R i e —
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A extragio liquido-liquido, um dos principais métodos de separagfo adotados
industrialmente, ¢ um processo que envolve a transferéncia de massa entre dois liquidos
imisciveis ou parcialmente misciveis. Na extragiio liquido-liquido, a separagio de um
componente de uma solugdo liquida homogénea ocorre pela adigdo de um constituinte
liquido, insohivel ou parcialmente solivel na solugfio, o solvente, no qual o componente a
ser extraido da soluglo, o soluto, é preferencialmente solivel O soluto difunde-se no
solvente com uma velocidade caracteristica até atingir as concentragdes de equilibrio em
cada uma das fases formadas. Este processo de separagio € baseado na distribuigdo do
soluto entre as duas fases e na miscibilidade parcial dos liquidos.

O conhecimento das relagbes de equilibric de fases é fundamental para andlises
quantitativas de processos de extragfio. As relagdes de equilibrio de fases sfio baseadas em
principios termodindmicos e representadas por diagramas estabelecidos por leis de
distribuicio dos constituintes entre as fases. Na extragdio liquido-liquido, o efeito de
pequenas variagdes de pressdo sobre o equilibrio é insignificante, restringindo a atenc¢do a
influéncia da temperatura e da concentragfo (Coimbra, 1995).

Geralmente, a extragfio liquido-liguido é empregada nos casos em que 0s componentes
sejam sensiveis a temperatura requerida para a separagio, quando o componente desejado
seja pouco volitil e esteja presente em pequena quantidade na solugdo ou quando a
separagdo por outros métodos tenha alto custo, entre outros casos.

Quanto 4 viabilidade econdmica dos processos que empregam a extragfo liquido-
liquido, esta é fortemente influenciada pelos custos do equipamento e pelos custos de
recuperagdo € reposi¢io do solvente. O custo de operagio 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 hd muito tempo , como uma técnica de separagio
laboratorial, sua utilizagio a nivel industrial iniciou-se nas primeiras décadas do século XX,
quando se procurava um método que resolvesse o problema da remogdo de hidrocarbonetos
aromdticos do querosene. Principalmente depois da Segunda Guerra Mundial, teve grande
desenvolvimento na indistria, alcancando os mais diversos setores. Atualmente, &
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empregada com sucesso, em larga escala, em varios setores industriais tais como, extracdo
de metais, extragio de compostos orginicos, como acidos e dlcool, purificacio de
antibioticos, industria farmacéutica e para tratamentos de efluentes industriais, entre outros.
Sua maior aplicacio concentra-se na industria petroquimica. Mais recentemente, a extracéo
liquido-liquido vem sendo estudada e empregada na édrea de Biotecnologia para a purificagio

e extragdo de biomateriais, como enzimas e proteinas.

Alguns fatores que estimulam o emprego da extragdo liquido-liquido séio (Humphrey,
1984):

» Perspectivas de economia em comparago a outros processos de separagéo.

» Possibilidade de evitar a degrada¢do de compostos, devido ao efeito da temperatura,

que pode ser causada por processos de separagio que fazem uso da energia térmica.

o Desenvolvimento de equipamentos de extracio bastante eficientes e que promovem

um contato entre as fases mais efetivo.

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

escala dos processos de extracdo.

A extracgo liquido-liquido pode ser realizada de diversas formas por meio de varios
tipos de equipamentos, mas sempre seguindo os mesmos principios basicos de contato entre
os liquidos, transferéncia de massa, equilibrio de fases e separagdo das fases. Esta separagéo
das fases comumente ocorre pelo processo de decantacdo {Rabelo, 1995).

2.4.1. Conceitos Basicos
Em um processo de extracfo lquido-liguido, sfo usadas as seguintes denominagdes:
SOLUTO - € o constituinte a ser extraido e que se encontra dissolvido no diluente;

ALIMENTACAQ - ¢ a solugfio constituida pela mistura soluto e diluente, a qual se

deseja separar;
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SOLVENTE - é o liquido destinado a extrair os solutos da solu¢do de alimentacfo;

DILUENTE ou INERTE - ¢ o liquido no qual se encontram dissolvidos os solutos, é
um dos componentes da alimentacéo;

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

tambémn uma corrente de saida da coluna.

Os solventes utilizados devem ser compostos que tenham densidades diferentes da
densidade da 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 é chamada
“fase leve” ¢ a fase de maior densidade é chamada “fase pesada”.

Durante um processo de extragfio varios padrSes de comportamento acontecem no
interior do extrator, sendo que alguns desses fendmenos prejudicam o processo de

transferéncia de massa. Os fendmenos mais conhecidos sio definidos a seguir:

“Hold up” - € a fracfo de retencéio da fase dispersa, que ¢ a razfo do volume da fase

dispersa que fica retida no interior do equipamento pelo volume total do equipamento.

Inundaciio - ocorre quando as condicbes de operacio na coluna impedem o
escoamento contracorrente das fases e a dispersdo de uma fase na outra. Nessa situagéo, as
correntes entram € saem da coluna em uma mesma extremidade. Assim, n80 ha o contato

entre as fases e a transferéncia de massa ndo € 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 concentragfio, que € a
forga-motriz da transferéncia de massa na coluna, diminua, prejudicando a taxa de
transferéncia de massa ¢ a eficiéncia de separagfio. A alta velocidade da fase continua pode

fazer com que esta carregue as gotas da fase dispersa em sentido oposto ao do escoamento
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dessa fase. Pode ocorrer também devido 2 presenca de gotas muito pequenas ou turbuléncia

excessiva.

“Backflow™ - é o retorno axial da fase continua. Ocorre quando a fase continua é
carregada na diregiio oposta a esperada (Hanson, 1968 b).

Coalescéncia - ¢ um fator importante em processos de extragio liquido-liquido. A
coalescéncia é necessdria para a separagdo das fases, mas em determinadas condigdes, é
prejudicial 4 extragfio, por aumentar o tamanho das gotas.

A coalescéncia se opde & geragio de gotas no interior da coluna e consiste na
recombinacdo de gotas, originando gotas maiores ou “por¢Bes” da fase dispersa nos
estagios da coluna. Este comportamento estd 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 separagio das fases. Em geral, quanto menor o tamanho das gotas, mais lenta € a
coalescéneia e maior serd a tendéncia da solugdio emuilsificar. Por outro lado, se a agitacio
imposta as fases € pouco intensa, a coalescéncia também podera ocorrer, desde que nfo haja
o fornecimento de energia suficiente para promover a fragmentacio do liquido em gotas
(Gois, 1995).

2.4.2. Equipamentos Usados nos Processos de Extragio

A escolha de um extrator € funcfo da natureza dos produtos e das caracteristicas
fisicas e quimicas do sistema em estudo, além de ser fungSo do desempenho do

equiparmento, considerando-se as condigSes de extragdo.

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

. temperaturas de interesse.

A utilizago de extratores verticais nos processos de extracfo liquido-liquido ¢
justificada pelo fato desses equipamentos ocuparem pequena area, terem boa eficiéneia de

separagdo ¢ apresentarem facilidades de operagiio e manutenciio. Além disso, nesses
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equipamentos, 0 processo de transferéncia de massa e separacio das fases sio mais rapidos
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 nimero de equipamentos desenvolvidos para a aplicagdo da
extragdo liquido-liquido, que podem ser classificados de acordo com os principios gerais de
operagdo e construgfio. Vérios 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 separaciio de fases em estagios

No caso da operagiio em estigios, o fluxo difusional de matéria entre as fases ocorre
de maneira a reduzir a diferenga de concentragio que causa este fluxo. Se prosseguir por
um tempo suficiente, um equilibrio € estabelecido, depois do qual nenhum fluxo difusional
ocorre. A taxa de difusio e o tempo determinam a eficiéncia do estagio que pode ser
alcangada. Nesta categoria, enquadram-se os misturadores-decantadores. Estes sistemas séo
formados por uma série de tanques misturadores-decantadores, onde a solug¢do e o solvente
sdo misturados até serem atingidas as concentra¢des de equilibrio em ambas as fases. Apos
isso, deixa-se decantar a fase mais densa e faz-se a separagfo das fases antes delas passarem

ao proximo estagio. Um esquema destes sistemas € mostrado na figura 2.2.

ENIRADA

ENTRADA DA FASE

DA FASE LEVE
SAD

FESADA |4 - 44 - -l-d4-

-
-4 --- -4 |- SAIDA

saipa DA FASE
DA FASE PESADA
LEVE

Figura 2.2 - Esquema de um sistema de contato e separagiio em estagios

(misturadores-decantadores).
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Nestes equipamentos, obtém-se altas eficiéncias de separacfio em cada estagio. A
grande desvantagem destes equipamentos é o grande espago fisico requerido para sua
instalago, principalmente nos casos em que o tempo para atingir o equilibrio ou a
decantac8o da fase densa € muito grande.

2) Sistemas de contato diferencial (continno)

Nos sistemas diferenciais, os liquidos escoam continuamente e, geralmente, em
contracorrente, sendo que os equipamentos sio normalmente colunas verticais. O
escoamento em contracorrente ocorre em fungfio 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 é alimentada na base e flui em dire¢fio ao topo da
coluna. As colunas de contato diferencial sfio equipamentos mais compactos e ocupam um

menor espago fisico que os misturadores-decantadores.

Esta categoria pode ainda ser subdividida em outras classes, de acordo com a maneira
de promover a mistura das fases. A seguir, s80 mostradas essas classes e alguns exemplos de
equipamentos de cada wmna delas.

A.l1- Colunas sem agitacio mecéinica e separaciio pela gravidade

« Extratores de multiplos estdgios, como por exemplo, as colunas de pratos
perfurados.

+ Colunas “Sprav”

» Colunas Recheadas

Na figura 2.3 so mostrados os esquemas de colunas recheada e “spray™.

Nestes equipamentos, a forma de promover ¢ contato entre as fases e, portanto a
transferéncia de massa, € a ago da forca gravitacional, devido & diferenca de densidades
entre as duas fases. Sdo os mais simples dos extratores diferenciais usados na extragio
liquido-liquido. Eles apresentam baixo custo de instalacfio e manutengéio e ocupam reduzido

espago fisico. A principal desvantagem € a baixa eficiéncia de separagdo obtida, ja que
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muitas vezes ndo se consegue uma boa mistura entre as fases. H4 a possibilidade de

formagéio de caminhos preferenciais e zonas de estagnagio.

: , -~
000000
000000
000000
000000;
000000
000000
000000
000000

— —H
) —

@ (®)
Figura 2.3 - Esquema de colunas recheada (a) e “Spray” (b).

A.2- Colunas com agitacio mecinica ¢ separacio gravitacional

« Coluna de fluxo pulsado

+ Coluna de pratos pulsados

» RDC (Coluna de Discos Rotativos)

Nestes equipamentos, além da forca da gravidade, tem-se a acfio da agitagdo
promovida mecanicamente, que pode ser transferida ao sistema através de pulsagSes ou
sistemas rotativos. Por exemplo, nas colunas pulsadas, além da forca da gravidade, existe a
acio da agitagdo causada pelas pulsagdes, agindo conjuntamente como forga-motriz para a
transferénecia de massa na coluna. Nestes equipamentos, a eficiéncia de separagio cresce
bastante em relagdo aos equipamentos da classe anterior. A principal desvantagem € o maior

consumo de energia, necessario para produzir as pulsagdes.
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Na figura 2.4 sdo mostrados esquemas de colunas pulsadas.

(a) (b)

Figura 2.4 - Esquema de colunas de fluxo pulsado (a) ¢ de pratos pulsados (b).
A.3- Contatores Centrifugos

» Extrator Podbielniak

« Extrator Luwesta

» Extrator de Laval

Estes equipamentos utilizam a forga centrifuga como forga-motriz para a transferéncia
de massa. Eles sdo de desenvolvimento mais recente, possuem alta eficiéncia de separagéo e

ocupam reduzido espago fisico. A desvantagem € o seu alto custo de implantago.
2.4.3. Colunas Pulsadas

As colunas agitadas por pulsagdes, apesar de utilizarem mais energia em sua operagio,
oferecem a grande vantagem de proporcionarem taxas de transferéncia de massa e
eficiéncias bem mais elevadas do que outros tipos de equipamentos. Isto acontece porque

neste tipo de extrator, a forma de agitagio (pulsagdo) € introduzida no sisterna na mesma
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direcdo de escoamento das correntes no interior da coluna, o que deve favorecer um contato

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 equipamento para
extracdo liquido-liquido, com a principal finalidade de se obter o maximo contato entre duas
correntes liquidas. O principio de funcionamento desta coluna consta basicamente do
seguinte: as correntes liquidas sfio introduzidas na coluna em contracorrente, formando
porgles de cada uma delas nos varios compartimentos da coluna. Assim, em cada estdgio
(cada sec@o da coluna formada por um prato) sdo 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, 0
liquido pesado atravessa os furos dos pratos na forma de jatos, sendo disperso como gotas
na camada de liquido leve do estigio anterior. De forma andloga, quando os pratos se
movem para baixo, o liquido leve ¢ injetado nos furos do prato superior, se dispersando na
camada de liquido pesado.

Van Dijck (1935) propods também um outro tipo de coluna, em que os pratos séo fixos
¢ os fluidos pulsados através do emprego de bombas alternativas. Este equipamento,
conhecido como coluna de fluxo pulsado, também apresenta boas taxas de eficiéncia,
segundo os autores. J4 que estes extratores nfio tém partes moveis, encontram extenso uso
no processamento de solugtes radioativas em trabalhos com energia atémica, onde podem

ser colocados sob pesados campos de radiagdo sem requerer manutengéio (Treybal, 1968).

Varios autores, entre eles Smoot e Babb (1962), Duarte et al (1992), Khemangkorn et
al (1978) e Gois (1995), j& 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 é bastante eficiente. Os sistemas liquidos estudados nestes

trabalhos foram formados por dgua/solventes orgénicos.

Duarte et al (1992) apresentaram um estudo da hidrodinimica e transferéncia de massa
em uma coluna pulsada de discos e coroas. O sistema liquido terndrio usado foi dgua-dcido

malico-dlcool amilico, sendo que a transferéncia de massa se realizou da fase continua
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(dgua) para a fase dispersa (dlcool amilico). A intensidade de pulsacio, definida pelo
produto da amplitude e freqiiéncia, variou de 0,6 a 1,8 cm/s. Verifica-se que ha um aumento
da eficiéncia com o aumento da velocidade de pulsagfio até um maximo, a partir do qual esta
comega a diminuir. Eficiéncias superiores a 90% foram encontradas (esta eficiéncia é
baseada na comparago com o equilibrio - Eficiéncia de Murphree). Os dados de equilibrio
para este sistema foram determinados experimentalmente.

Gois (1995) estudou o desempenho de um extrator de pratos perfurados pulsantes,
analisando para isso, a dispersfio axial, a retencfio da fase dispersa e a transferéncia de
massa. No estudo da transferéncia de massa, a eficiéncia de separagio definida por Kawase
(1990) foi analisada. Estes estudos foram realizados com o sistema ternario: agua-dcido
acético-butanol. Nestes estudos obteve-se elevados indices de extracfio (aproximadamente
89%), o que mostrou que este tipo de equipamento € bastante eficiente e opera de modo
estavel. Foi verificado, em geral, um aumento da eficiéncia de separacgfio, da fragdo de
retengdo da fase dispersa e do nimero de dispersio com o aumento da agitagfio na coluna,
até certo ponto. Acima de certos limites, o excesso de agitacfio faz com que essas grandezas
diminuam. Isto pode ocorrer pelo arraste de uma das fases e maior facilidade (rapidez) de
escoamento das fases na coluna, o que diminui o tempo de contato entre as fases. Valores da
fracdo de retengfio da fase dispersa de aproximadamente 0,70 (70%) foram obtidos.

Khemangkom et al (1978) analisaram a influéncia da dirego de transferéncia de massa
e de varios parametros no desempenho € na eficiéncia de uma coluna de fluxo pulsado.
Observou-se que a direcdo de transferéncia de massa exerce pouca influéncia sobre a altura

de uma unidade de transferéncia.

Nio foi encontrado nenhum trabalho que apresente o uso de sistemas de duas fases
aquosas em colunas puisadas, nem o uso de colunas pulsadas em processos de extracio e

purificagio de proteinas.
2.5. Transferéncia de Massa em um Processo de Extracdo Liquido-Liquido

E de fundamental importancia no estudo da extracfio liquido-liquido ou de um extrator

em particular, a avaliagio da transferéncia de massa nesse equipamento. O estudo da
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transferéncia de massa visa principalmente avaliar o quanto o sistema se aproxima do
equilibrio, possibilitando assim definir um limite ideal de operagfio para o extrator. Sabe-se
que na extragfo liquido-liquido, o processo de transferéncia de massa € governado,
principalmente, pela difusdo (Lo et al, 1982).

Analisando os trabalhos publicados, observou-se que os estudos de transferéncia de
massa relacionam-se, principalmente, & andlise do difmetro médio de gotas, niimero de
estagios tedricos, altura equivalente a um estagio tedrico, coeficientes de transferéncia de

massa, numero de unidades de transferéncia de massa e eficiéncia de extragio.

Assim, neste item sfo apresentados os principios basicos da transferéncia de massa em
processos de extragdo liquido-liquido, como também, os meios de representar a eficiéncia

nestes processos.
2.5.1. Principios da Transferéncia de Massa

Quando um sistema contém dois ou mais componentes cujas concentragdes variam de
ponto a ponto no sistema, ha uma tendéncia natural da massa ser transferida, minimizando as
diferencas de concentracio no sistema, ja que de acordo com a segunda lei da
termodinimica, sistemas que ndo estdo em equilibrio tendem a alcangar o equilibrio com o
tempo. O transporte de um constituinte de uma regifio de maior concentracio para outra de

menor concentragéio € 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 concentragiio das espécies difundindo-se em uma fase. Quando o equilibrio é
estabelecido, o gradiente de concentracGes e, por sua vez, a taxa de difusfo das espécies,
tornam-se zero na fase. A transferéncia de massa entre duas fases requer um afastamento do
equilibrio.

O mecanismo de transferéncia de massa depende da dinfmica do sistema no qual
ocorre. 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
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transporte e das caracteristicas dindmicas do escoamento. O primeiro caso € caracteristico
da transferéncia de massa molecular e os dois outros casos sfo caracteristicos da

transferéncia de massa convectiva.
2.5.2. O Coeficiente de Transferéncia de Massa

Em processos de extragfio liquido-liquido, a transferéncia de soluto para o solvente
ocorre através da interface. Supondo-se que nenhuma substincia permanega 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).

Viérios mecanismos sdo sugeridos para representar as condigSes na regido de fronteira
entre as fases. O mais antigo € dado pela “Teoria dos Dois Filmes”, proposta por Whitmann
em 1923 (Whitmann, 1923). Mais tarde, outros mecanismos foram propostos, como a
“Teoria da Penetracdo” de Higbie (1935), a de Danckwerts (1951) ¢ a *Teoria da
Penetragdio em Filmes™ de Toor e Marchells (1958).

Em um processo de extragio liquido-liguido, a transferéncia através da interface do
refinado ocorre devido & diferenga de concentragdo (yr - ¥ri), sendo esta diferenca de
concentragdes a forca-motriz da transferéncia de massa na fase refinado. Na interface do
extrato, a transferéncia de massa ocorre pela diferenca de concentragio (yei - v&), sendo esta
diferen¢a de concentragGes, a forga-motriz da transferéncia de massa na fase extrato. Neste

caso, o fluxo de soluto, Ng, pode ser representado pela seguinte equagfo:
Ng=kgr . (¥& - yri) = ke . (¥&i - ¥e) 2.1

Onde: kg e kg sdo os coeficientes parciais ou individuais de transferéncia de massa
relativos as fases refinado e extrato, respectivamente; yg € vz s80 as concentragdes molares
do soluto nas fases refinado e extrato respectivamente e y; € yg; 5830 as concentragbes do

soluto na interface, também relativas as fases refinado e extrato, respectivamente.

A taxa de transferéncia de massa global do soluto é determinada pela seguinte

expressdo:
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Np=Kzr . (yr - &*) = Ke . (v&* - ¥) 2.2)

onde: Np € a taxa de extragio do soluto, Kz e Kg sdo os coeficientes globais de

transferéncia que estimam as resisténcias das duas fases.

Em estudos de processos de extracio liquido-liquido em continuo com sistemas de
duas fases aquosas, Pawar et al (1997), Jafarabad et al (1992 a e b) e Porto (1998) usaram o

coeficiente de transferéncia de massa calculado da maneira mostrada a seguir.

Em sistemas de duas fases aquosas, a resisténcia 4 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 que a da fase rica em sal.
Portanto, de acordo com a estimativa da difusividade de proteinas representada pela
correlagfo 2.3, a difusividade na fase rica em PEG € sete vezes menor do que na 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 condigSes
hidrodindmicas similares (Pawar et al, 1997).

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

correlagéo:
D=9,4x10" T/ up M, " (2.3)

Onde: D ¢ a difusividade de proteinas em m%s, T ¢ a temperatura em K, pp € a

viscosidade da fase em Pa.s e M, ¢ a massa molecular da proteina em kg/kmol.

Os coeficientes de transferéncia de massa global sdo dados pela seguinte equagfo, cujo

desenvolvimento pode ser encontrado no trabatho de Treybal (1968):
1/Kq = Lky + mik, 2.4)

Nesta equacio, m € o coeficiente de particio do soluto, a fase continua, que é indicada
pelo subindice ¢, € a fase rica em sal e a fase dispersa, que ¢ indicada pelo subindice d, é a
fase rica em PEG.
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A equacdo 2.4 representa a resisténcia total, onde se relaciona o coeficiente de
transferéncia global com os parciais (Treybal, 1968).

Geralmente, o termo m/k. é desprezivel em sistemas de duas fases aquosas formados
por PEG e sal, pois quanto maior a viscosidade da fase, maior € a resisténcia imposta a
transferéncia de massa. Assim, neste caso, a maior parte da resisténcia a transferéncia de
massa € oferecida pela fase rica em PEG. Como resultado, pode-se concluir que a resisténcia
que controla a transferéncia de massa prevalece na fase dispersa. Sendo assim, o termo 1/k;
¢ menor do que 1/ks, j& que o coeficiente de transferéncia de massa é inversamente
proporcional & resisténcia imposta 4 transferéncia de massa. Além disso, m, que € o
coeficiente de particio, é menor do que 1. Por isso, o termo m/k; pode ser desprezado.
Portanto, neste caso, o coeficiente de transferéncia de massa da fase dispersa governa a
transferéncia de massa global. O balango de massa para enzimas e protefnas em uma altura
diferencial, dH, da coluna ¢ dado por:

QdC, =kea. (G, -KCy) . dH 2.5)
onde kqa 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 relacfio a altura e, entdo, a mistura na fase
continua ndo ¢ mmportante para a estimativa do valor do coeficiente de tranaferéncia de
massa nestas condicbes. O valor médio de C,, denominado Cg, foi estimado com base em
um balango material (total de enzima extraida dividido pelo volume da fase rica em sal- fase
continua). Foi assumido que a fase dispersa flui em escoamento pistfo. Verificou-se que o
mimero de Peclet da fase dispersa era sempre maior que 20, usando-se o procedimento de
Laddha et al (1976), Wijffels e Rietema (1972 e Joshi (1982). Portanto, a mistura axial ndo ¢
importante e a consideragiio de escoamento pistdo ¢ valida. A integragio da equagfo 2.5
acima e a substituicdo das condigdes de contorno (H=0, Cpi=Cen ¢ H=Hp , Cpo=Cs) fornece
a seguinte equagéo (Pawar et al, 1997):

ksa= Q/V .In [(Cem - chc)/ (Csai - KCfc)] (26)
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Esta equacdo para o kea foi desenvolvida para processos de operagdo semi-continua
(Jafarabad et al, 1992 a e b, Pawar et al, 1997). Contudo, ela vem sendo usada também para

a avaliagio de processos de operagio continua (Porto, 1998).

Assim, esta equagfio € usada para estimar o coeficiente de transferéncia de massa da

fase dispersa no presente trabatho.
2.5.3. Eficiéncia de Extracio

Dois aspectos distintos sobre a eficiéncia de extragfio devem ser comsiderados: o
primeiro, diferencia o comportamento real do ideal e o segundo trata a eficiéncia em termos
de mecanismos de transporte de massa. Baseados nestes aspectos, vérias definicdes de

eficiéncia tém sido propostas (Lo et al, 1982).

Das definigbes de eficiéncia encontradas na literatura, considerou-se as de Kawase
(1990) e de Murphree (1925).

A eficiéncia definida por Kawase (1990) € baseada nas concentragdes de soluto em

uma mesma fase, na entrada e na saida da coluna. Ela € equacionada da seguinte maneira:

- 2.7

Onde : c; € a fragfio massica de soluto na alimentagfo e

¢, € a fragdo massica de soluto no refinado.

Esta definigio matemética pode ser chamada de Iindice de Recuperacio do Soluto,

percentagem de extragfio ou percentagem de massa extraida.

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

concentragdes das fases no topo e no fundo da coluna.
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A segunda defini¢8o de eficiéncia, que pode ser usada, é uma correlagio experimental
que descreve a eficiéncia de separagfio do extrator em estudo, equacionada da seguinte

forma:

Ere 2L T Y (2.8)

Murphree (1925) apresentou esta definicio matematica de eficiéncia, chamada
Eficiéncia de Murphree.

Chegou-se a esta definicio através de uma modelagem, fazendo-se uso de
conhecimentos de andlise dimensional. Esta equagfio representa a relagio entre a eficiéncia
obtida no equipamento (eficiéncia real) e a que seria obtida se o tempo de contato entre as
fases fosse suficiente para se atingir o equilibrio (eficiéncia ideal), portanto representa o
desvio em relagfio ao equilibrio. Esta equacio ¢ muito importante para fins de comparagéo e
projeto de equipamentos de extragfio. Nesta definigio, y,* € a concentragdo de soluto
(fragdo molar) que se encontraria na fase refinado se o sistema estivesse em equilibrio com a

fase extrato.

Para o uso da equacfic 2.8 € necessario o conhecimento das condigdes de equilibrio
para o sistema liquido ternario, o que pode ser obtido experimentalmente ou através de

teorias termodindmicas.

2.5.4. Caracteristicas da Transferéncia de Massa em Processos de Extracio

Liquido-Liquido

Em equipamentos de extragdo liquido-liquido em contracorrente, a transferéncia de
massa ocorre em uma dispers@o de gotas que fluem pela agfo da gravidade através da fase
liquida continua (Rod, 1966). Uma maneira de melhorar a transferéncia de massa em colunas
de extragdo liquido-liquido, aumentando a drea interfacial entre as fases e diminuindo o
tamanho das gotas € através de colunas mecanicamente agitadas. Ha vérias formas de

promover a agitagio em uma coluna, entre elas estfo: pulsagfes ¢ os dispositivos rotativos.
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As colunas de pratos pulsados ou fluxo pulsado sfo exemplos de equipamentos usados

nestes processos.

A mudanga da concentragio em uma gota, na cohma, é fungfo da diferenca de
densidades, do coeficiente de transferéncia de massa, da 4rea interfacial e do tempo de
contato entre as fases, sendo que essas varidveis dependem do didmetro das gotas. A
concentragdo nas gotas menores € mais proxima do equilibrio do que nas gotas maiores

devido ao maior tempo de residéncia e maior 4rea interfacial (Rod, 1966).

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 agitagfio,
inicialmente, causa um crescimento da &rea interfacial (através da diminuig3o no tamanho
das gotas) e assim, eleva a taxa de transferéncia de massa. Porém, isso nfio acontece
indefinidamente (Rabelo, 1995). Primeiramente, h4 um limite para o aumento da 4rea
interfacial que pode ser obtida. Em segundo lugar, abaixo de um certo tamanho de gotas,
estas comecam a se comportar como esferas rigidas, sem circulagio interna, resultando na
transferéncia de massa nas gotas devido apenas ao processo de difusfio molecular que é
lento. Em terceiro lugar, apos um certo ponto, o aumento na agitagdo pode comegar a
suprimir a interacdo gota-gota, reduzindo a mistura na fase dispersa e também a taxa de
transferéncia de massa (Hanson, 1968 b). H4, portanto, um grau 6timo de agitagio que

fornece a taxa de transferéncia de massa maxima.
2.6. Fracdo de Retenciio da Fase Dispersa (“Holdup™)

A transferéncia de massa entre as fases liquidas em escoamento em uma coluna de
extragdo depende, entre outros fatores, da area interfacial de contato entre as fases continua
e dispersa. A 4rea interfacial estd relacionada com o tamanho das gotas e com a retengfo da
fase dispersa no interior da coluna. A retengiio da fase dispersa é expressa pela fracio
volumétrica da fase dispersa contida no volume total da coluna, sendo de grande
importancia no projeto de colunas de extracdo liquido-liquido por influenciar a transferéncia

de massa entre as fases.
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A seguir, sfo apresentados os fundamentos referentes & fracio de retencfo da fase
dispersa, as regiGes de operagfo existentes em colunas pulsadas e estudos encontrados na
literatura relacionados com esta medida.

As publicagdes existentes na literatura, relacionadas a frac@o de retengfo sfo, em sua
maioria, referentes as colunas com fluxo pulsado, sendo que a quantidade de estudos
relativos as colunas com pratos pulsantes € pequena. Como a coluna agitada por campanulas
pulsantes € um equipamento desenvolvido pelos autores deste trabatho e que estd sendo
estudado pela primeira vez, nio hd nenhuma publicagio sobre ela. Assim, baseou-se a
reviso bibliogréfica nas colunas de fluxo e pratos pulsados, além de alguns trabalhos sobre
a frago de retencfio da fase dispersa em colunas de discos rotativos.

2.6.1. As Regides de Operacao

As regibes de operacdo em colunas pulsadas sfo definidas como faixas de operagio
derivadas do comportamento das fases nas colunas (Goéis, 1995).

Sege ¢ Woodfield (1954) foram os primeiros autores a descreverem as regifes de
operagio em colunas pulsadas. Para isso, estes autores construiram gréficos em que foram
relacionados a carga total de alimentacio (V. + V4) com a fregiiéncia de pulsagio e
definiram a existéncia de zonas ou regides de operacéo distintas. A seguir € apresentada uma

breve descricdo de cada regifio de operaco, segundo Sege e Woodfield (1954).

1- Regifo de operacfio de completa inundacfio : Sege ¢ Woodfield (1954) definiram
o ponto de mundagio (“flooding™) como sendo a condigéio de operagio em que as correntes
de alimentac3io da coluna e de entrada de solvente sfo impossibilitadas de escoarem em
contracorrente. Ou seja, as correntes entram e 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, nfio
ascendem até o topo da coluna, devido as condicdes nas quais o equipamento € operado.
Este tipo de operacdo € totalmente indesejdvel em qualquer equipamento de contato

continuo.
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2-Regido de operaciio de inundacio por pulsacio insuficiente : Esta regifo €
parecida com a anteriormente descrita, por se tratar de uma regifio de operacdo de
imindacdo. Nesta regifio de operacfio, a inundaciio é causada pela baixa quantidade de
energia que € fornecida a coluna. As correntes liquidas nfio conseguem ultrapassar os furos

dos pratos e retornam pela mesma extremidade em que ingressaram na coluna.

3- Regifio de gperacio de mistura-decantacfio : A operagio de mistura-decantacio,
segundo Sege ¢ Woodfield (1954), ocorre a baixas cargas (vazio total que entra na coluna)
e freqiiéncias, sendo caracterizada pela separagdo das duas fases (Jeve e pesada), sob a
forma de camadas distintas entre os pratos durante o pulso. Este tipo de operacdo é
altamente estavel, porém menos eficiente quando comparada com a operagio da mesma

coluna em condi¢Ses de emulsgo.

4- Regiio de gperacdo de emulsiio : A operacfio tipo emulsfio ocorre a cargas e
freqiiéncias mais elevadas que as da operagfio mistura-decantagfo, sendo caracterizada pelo
pequeno tamanho de gota produzido. E uma dispersgio uniforme da fase leve na fase pesada,
apresentando, portanto, pequena variagdo durante o pulso. A grande drea de contato
interfacial por unidade de volume faz com que este tipo de operagfo seja mais eficiente que

os apresentados anteriormente.

5- Regido de operacfio instiavel : A operacio instavel ocorre a cargas e fregiiéncias
ainda mais elevadas que as da regifio de emulsfio. A mistura das fases forma gotas grandes
ou porgdes de Hquido com forma irregular, devido principalmente & coalescéncia das gotas
da fase dispersa.

2.6.2. Defini¢do e Equacdes de Predicio da Fracio de Retenciio da Fase Dispersa

A fracio de retenclo da fase dispersa, que ¢ a fragfo volumétrica da fase dispersa
retida no interior do equipamento, ¢ dada pela seguinte expressio :

¢ = (Volume da fase dispersa) / (Volume total da coluna) 2.9

Griffith et al (1952) foram os primeiros a sugerirem uma correlagio para a fragio de

retencdo da fase dispersa em colunas pulsadas, que ¢ vélida somente para a regifo de
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mistura-decantacio. A correlag@o proposta por Griffith et al (1952) para colunas com fluxo
pulsado € citada em trabalhos mais recentes, como o de Kumar e Hartland (1988). Contudo,
de acordo com esta equagdo, a fragio de retengfio nfo € afetada por varidveis como a

amplitude de pulsago ou pelas propriedades fisicas do sistema liquido utilizado.

Kumar e Hartland (1983, 1988, 1995), Miyauchi ¢ Oya (1965), Burkhart et al (1979),
Miyanami et al (1975), Baird e Lane (1973) e Rama Rao et al (1983) desenvolveram
trabathos onde diferentes correlagdes foram apresentadas e comentadas. As correlagdes
propostas englobam varidveis do processo e propriedades fisicas dos sistemas liquidos.
Dentre os trabalhos, destacam-se os de Kumar e Hartland (1988 e 1995).

Kumar e Hartland (1988) usaram resultados experimentais publicados para a fracio de
retencdo da fase dispersa em colunas de extragio de pratos perfurados pulsados no
desenvolvimento de uma correlagdo para predizer a fragio de retengfio da fase dispersa, nas
regides de operagdo de mistura-decantagfio, transicio e emulsfo, a partir de propriedades
fisicas e varidveis de operagdo. Adicionalmente, foi proposta uma correlagio que prediz os

limites entre as regides de operagdo de mistura-decantacdo e de transi¢fo.

Neste trabalho (Kumar e Hartland, 1988), os autores elaboraram uma revisio da
literatura existente sobre correlagfes para predizer a fragdo de retencfio da fase dispersa e a

velocidade caracteristica.

A equagfio 2.10 representa a correlagfio proposta pelos autores para a predigéo da
fracdo de retencio da fase dispersa, em colunas de pratos perfurados pulsados. Esta equacgo
considera as condicdes de operagdo da coluna e as propriedades fisicas do sistema e foi
originada nos dados publicados com e sem transferéncia de massa para 23 sistemas liquido-
liquido a partir de 15 diferentes fontes de dados. Nestes dados, o algoritmo de Marquardt
(Marquardt, 1963) foi aplicado para calcular os parAmetros das equagSes desenvolvidas.

‘i’ o kl eXP[kZiA-f' (A:f){i] . vdG,SG' (Vc + vd)0,28‘ Ap-0,30.pd'0,93. p’d(},?"f. (1-0,56‘1 h-0,56 (2’10)

E assumido que o valor do produto amplitude-freqiiéncia ,(A.f), pode ser descrito
pela relago:
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374

1 033
(A- f), =9,69><10“3(L5‘£—11] 2.11)
Mg

(A.f), marca a transicdo da regifio de mistura-decantagiio para a regifio de transicio.

Os valores das constantes k; e k; para os trés casos : sem transferéncia de massa,

fransferéncia de massa da fase continua para a dispersa (c—d) e na diregdo oposta (d->c)

sio dadas a seguir.

k; R a kz
sem transferéncia de massa 2,10x10° 44,53
transferéncia ; c—>d 2,14x10° 44,53
transferéncia : d—c 1,10x10° 50,56

A equagdo 2.10 prediz a fragio de retencfio da fase dispersa com um erro médio de
17,8%.

Kumar e Hartland (1995) estudaram a fragfio de retengdo da fase dispersa € a
velocidade caracteristica apresentando dados referentes a oito tipos de extratores. Com
esses dados desenvolveram uma correlagio para o célculo da fragdo de retengdo da fase
dispersa, para cada uma dessas colunas e também uma correlagdo unificada, para todos os
extratores. Adicionalmente, outras correlagGes foram testadas para os dados disponiveis e

seus erros médios calculados.

Segundo os autores, a forma integrada da equacgfio proposta por Jealous e Johnson
(1955) para € (dissipagdo de energia poer unidade de massa), como obtida por Hafez ¢ Baird

(1978), em colunas de pratos perfurados pulsados, para uma onda senoidal, é:

m(i—e )(A ey (2.12)

g
3HCZe?

O valor do coeficiente, Cy, € assumido como sendo 0,6.
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A fragdo de retengfio da fase dispersa, ¢, € considerada como sendo uma fungfo de ¢,
das velocidades da fase continua e dispersa (V. e vq4), das propriedades fisicas (pe, Ap, Mo, Hds
Y), da area livre da segfio transversal fracional (e), do comprimento caracteristico (/) ¢ da

constante da gravidade (g). O comprimento caracteristico, /, é considerado como a altura de

um compartimento para colunas agitadas em estagios.

Diferentes combinagbes dessas propriedades foram consideradas para formar os
grupos adimensionais. Analises de regressfio foram realizadas usando-se o algoritmo de
Marquardt (1963). A forma final da correlagdo que descreve a fragfio de retengfio da fase

dispersa como fungédo de varios grupos adimensionais €:
$=IOYT (2.13)

Os grupos usados na equagdo sdo definidos a seguir:

1741
I=c, -}-[ﬁ(.‘?ﬁ.] J (2.14)
&8y
0 174712 174
D=v,| Pe
2] T (2] a1

A‘O 1y g
Y=Cp|—| | = 2.16
) (pﬂ) [#w (210

-y

142
cmr‘enﬁ_{l_(pcg) (2.17)

Os pardmetros na equagdo 2.13 foram otimizados para cada tipo de coluna, pois estas

apresentam diferentes caracteristicas de escoamento.
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Para colunas de pratos perfurados pulsados, as constantes tém os seguintes valores:

Cnp=0,13 n; = 0,80 ns = 0,88

Cy:c—md=1 n;=1,18 ns =0
d—>c=064 n; = 7,51 n7 =- 0,54

Cr=153,2 =- 0,25 Erro médio = 19 %

O erro foi calculado de acordo com a equagio abaixo:

N lx predito - ‘xexp

Erro = -}—Z e — (2.18)

il xexp

Kumar e Hartland (1995) desenvolveram uma correlagdo unificada para todas as
colunas. Esta correlagio reproduziu os dados experimentais com um erro relativo de 29,3
%. Para a equagfio 2.13, o erro relativo foi de 18,1 %, que é bem menor. Isso mostra que o
comportamento de cada tipo de coluna € muito importante, porque o movimento da gota e
padrdes de escoamento da fase continua sdo significativamente influenciados pelo tipo de

agitacio e caracteristicas geométricas da coluna.

Na tabela 2.1, encontra-se uma comparagfio entre algumas correlagdes publicadas,
para colunas de pratos perfurados pulsados. Um grande mimero de correlagGes para a fragéo
de retengdo da fase dispersa estfio disponiveis na literatura (Kumar e Hartland, 1988).

Kumar e Hartland (1995) escolheram algumas correlagdes a fim de serem comparadas.

Os altos valores do erro mostram que muitas dessas correlagdes ndo predizem
satisfatoriamente os dados experimentais, o que pode ser visto na tabela 2.1. A melhor
correlagdo foi a de Kumar e Hartland (1988), equacdio 2.10, que prediz a frago de retengdo
da fase dispersa com um erro relativo médio de 16,5 %, que ¢ menor do que o erro obtido

pela correlagdio 2.13 que foi de 19,0 %.

As propriedades fisicas dos sistemas cujos dados foram considerados para o

desenvolvimento das equagles de Kumar e Hartland (1988, 1995) encontram-se no anexo 3.
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Tabela 2.1 - Comparac8o de correlagfes para a predig8o da fragdo de retengéo da fase
dispersa e da velocidade relativa em colunas de pratos perfurados pulsados, de acordo com
o erro relativo - niimero total de dados - 12591 (adaptado de Kumar e Hartland, 1995).

Correlacio Erros (%)
] V relativa
Thomton (1957) 70,8 259,6
Steiner (1988) 71,7 189.0
Hussain et al (1988) 48.3 45,3
{dmax / Do < 1)
Misek (1963) e Misek e 46,7 72,1

Marek (1970, 1983)
( ¢ — d e sem transferéncia)

Ishii ¢ Zuber (1979) 474 61.5
Kumar e Hartland (1985) 51,3 59,6
Baird e Lane (1973) 55,5 49,5
Pithofer (1974) 53,1 79,2
Kumar e Hartland (1989) 20,1 15,6
Miyauchi e Oya (1965) 54,5 37,5
Miao (1978) 49,8 27,5
Tung e Luecke (1986) 29,4 40,6
(P(A S /(26%) > 0,06 kg/m’)

Kumar e Hartland (1988) 16,5 16,2
Steiner (1988) 33,7 41,6
Kumar e Hartland (1995) 19,0 16,3

2.6.3. Velocidade Relativa e Velocidade Caracteristica

O conceito de velocidade relativa foi primeiramente abordado por Dell e Pratt (1951),

para um escoamento bifdsico em contracorrente, através da seguinte correlagio :

Vs=(Vo/$) + [V/(1-¢)] (2.19)

Nesta correlacéo, a velocidade relativa, Vs, ¢ o resultado da acfio de forcas externas e
internas sobre as fases continua e dispersa, sujeitas ao campo gravitacional (Heyberger,
1983). A velocidade relativa ¢ importante no estudo da transferéncia de massa entre as fases,
porque ela exerce grande influéncia sobre o coeficiente de transferéncia de massa (Kumar ¢
Hartland, 1989).
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A velocidade caracteristica, Vy, segundo Heyberger (1983), é derivada da velocidade
relativa, na condi¢do em que a fraglio de retencfio da fase dispersa tende a zero. Assim,
pode-se interpretd-la como sendo a velocidade de sedimentacdo ou ascensfio de gotas da
fase dispersa, no seio da fase continua, desprezando os efeitos de intera¢des envolvendo as

gotas, como por exemplo, a coalescéncia.

Uma série de relagdes foram propostas para a fungfio 8, que relaciona a velocidade
relativa com a velocidade caracteristica. Dentre as mais importantes, pode-se citar as de:
Richardson e Zoki (1954), Misek (1953), Ishii e Zuber (1979) e Thornton (1957). Estas
relagbes foram utilizadas em estudos experimentais com colunas de fluxo pulsado
(Heyberger, 1983).

Gayler et al (1953) propuseram a equagdo 2.20, uma das mais simples, para a relaggo

entre as velocidades relativa e caracteristica:
Vi=Vo.(1-¢) (2.20)

Baird e Shen (1984) propuseram uma relacdio para a fungfo 8, para colunas com
pratos pulsantes.De acordo com esta fung¢fio ¢ a equagfo 2.19, obtém-se uma expressio
adequada para o calculo da velocidade caracteristica em funcfio da frac3o de retencfo da
fase dispersa e das velocidades superficiais das fases, em colunas com pratos pulsantes:

(Va/) + [Vo/(1-9)] = Vo(1-$)/$"” (2.21)
2.6.4. Anilise da Literatura sobre a Fraciio de Retencio da Fase Dispersa

Alguns pontos a considerar, de acordo com 2 andlise da literatura sobre a fracio de
retengio da fase dispersa séo as seguintes:

e A fragiio de retengfio da fase dispersa, normalmente, é medida pelo método da
interrupgio instantdnea das correntes de entrada e de saida da coluna (método do
estancamento). A inundacfo € obtida, através do ajuste da vazdo da fase dispersa até a

visualizago de um “selo interfacial” na base da coluna.
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¢ Quanto aos estudos sobre a velocidade caracteristica, cita-se como trabatho mais
interessante, o de Baird e Shen (1984), onde € apresentado um modelo para a determinacéo
da velocidade caracteristica em fun¢do dos dados de fragfio de retencio da fase dispersa para

colunas com pratos pulsantes.

e As equagdes de Kumar ¢ Hartland (1988 e 1995) foram escolhidas para serem
testadas na predico da fragdio de retencBo da fase dispersa. Deve-se ressaltar que essas
equagdes foram obtidas para colunas de pratos perfurados pulsados e com sistemas aquoso-
orginico, com propriedades diferentes das apresentadas pelos sistemas de duas fases
aquosas usados neste trabalho. Além disso, a energia de pulsacfo neste trabalho é transferida

ao sistema através das campanulas, o que muda a geometria da parte interna da coluna.

A seguir, sdo apresentados alguns trabathos relacionados ao comportamento da fragéio
de retencdo da fase dispersa em fungfic das varidveis operacionais, em extratores liquido-

liquido.

Baird e Lane (1973) concluiram em seu trabalho com colunas pulsadas, que a fragio
de retencdo da fase dispersa crescia com o aumento das vazdes das fases e da viscosidade da
fase continua e decrescia com o aumento da tensfio interfacial, da diferenca de densidades
entre as fases e do didmetro das perfuragdes dos pratos.

Rama Rao et al (1983) constataram que a coluna de pratos pulsantes por eles utilizada
apresentava um comportamento similar ao das colunas de fluxo pulsado. Estes autores
observaram a existéncia dos regimes de mistura-decantagdo e emulsfo, semelhantes aos que
tinham sido encontrados por Sege e Woodfield (1954), em colunas com fluxo pulsado.
Deste trabalho, observou-se que a fragio de retencio dependia fortemente da vazio da fase
dispersa, do nimero de pratos e da velocidade de pulsacdo (A . f), mas era pouco
influenciada pela vazdo da fase continua e pela geometria dos pratos, principaimente no
regime de operagdo de emulsdio que € o de major interesse pratico nos estudos de retengéio
em colunas pulsadas.

Coimbra (1995) estudou o desempenho de um extrator tipo Graesser, que é um

equipamento horizontal, na separagfio de proteinas do soro de queijo usando sistemas
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aquosos bifasicos. A autora determinou a fragio de retenc@o da fase dispersa (fase rica em
PEG) pelo método do estancamento rapido, ap6s o estado estaciondrio ter sido atingido.
Observou-se a independéncia da fragdo de retengfio da fase dispersa tanto em relagio a
velocidade de rotagdio quanto em relagdo a razio de velocidades das fases. Assim, a
capacidade e desempenho do extrator nfo foram reduzidos pela operacio em baixas
velocidades de agitac@io, o que leva a condi¢Ges de mistura favoraveis a produtos labeis,

como as proteinas.

Gois (1995) estudou o comportamento de operagio de uma coluna de extragio com
pratos pulsantes, usando o sistema ternirio dgua-acido acético-butanol. Neste trabatho, foi
verificado que a frag8o de retencdo da fase dispersa aumentava com o aumento da
fregiiéncia de pulsacdio, da vazdo da fase dispersa, do mimero de pratos e da amplitude de
pulsacfio e diminuia com o aumento da 4rea livre dos pratos e da vazdo da fase continua,
embora esta tenha exercido pouca influéncia na fracfio de retengdio da fase dispersa. O
sistema apresentou um regime de operacéo estavel. Em alguns casos, observou-se o arraste
da fase dispersa pela fase continua, 0 que provocou uma reduciio na fragfo de retencio da
fase dispersa, quando a agita¢fo atinge niveis elevados. Nestes casos, houve uma condicio
otima de operagdo, acima da qual, o aumento das variaveis de operagdo provocou uma
queda da fragdo de retengfio da fase dispersa, em determinadas condi¢Ses. Isto ocorreu para
as varidveis: freqiiéncia, amplitude de pulsaco e niimero de pratos. Os valores da fragdo da
fase dispersa encontrados variaram de aproximadamente 0,05 até 0,70. Gois (1995) concluiu
que o modelo proposto por Baird e Shen (1984), aplicado ao conceito de velocidade relativa
descrito por Dell e Pratt (1951), era 0 que mais se aproximava das condi¢cSes experimentais

empregadas.

Coimbra et al (1998) estudaram a fracfio de retenco da fase dispersa e a velocidade
caracteristica em um extrator de discos rotativos perfurados (PRDC) usando sistemas de
duas fases aquosas compostos por PEG 6000 e fosfato de potassio bibasico. Foi verificado
que a drea livre de escoamento dos discos exerceu uma pequena influéncia nos valores da
fracdo de retengdo da fase dispersa (o aumento da drea livre reduziu a fragfo de retengfo da
fase dispersa) e que o aumento da velocidade de rotagfio e da razdo entre os volumes das

fases faziam com que a fragdo de retencdo da fase dispersa aumentasse também. Valores da
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fracdo de retencdo da fase dispersa da ordem de 20% (0,2) foram obtidos. Os autores
compararam os valores de fracdo de retengdo da fase dispersa preditos pelo modelo
apresentado por Kumar e Hartland (1995) e os obtidos experimentalmente, verificando que
eram bastante diferentes. Essa diferenca, segundo os autores, pode estar associada a
presenca tanto dos discos perfurados quanto as propriedades fisicas dos sistemas aquosos
bifasicos, principalmente & baixa tensfo interfacial. Foi verificado que a equagio proposta
por Gayler et al (1953) correlaciona satisfatoriamente a velocidade caracteristica com a
fragdio de retencdo da fase dispersa, mostrando-se valida. Observou-se uma relagfo inversa

entre a velocidade caracteristica e a velocidade de rotagdio dos discos.

Porto (1998) realizou um estudo sobre a extragio liquido-liquido de proteinas
utilizando sistemas de duas fases aquosas (PEG/fosfato de potdssio) em uma coluna de
discos perfurados rotativos, operando em continuo. Foi observado que para valores de
velocidade de rotacdo inferiores a 150 rpm, houve um aumento na frac8o retida da fase
dispersa com o aumento da velocidade de rotagfio, na maioria das vazdes de alimentagio
estudadas. Porém, para valores acima desta velocidade de rotacgfio, ocorreu uma discreta
diminuicdo na fragdo retida da fase dispersa, para vazdes total superiores a 3 mL/min. Este
comportamento pode ser explicado pela resisténcia imposta ao escoamento pelos discos
perfurados quando a velocidade de rotagdo € muito elevada, o que pode impedir a ascenséo
das gotas da fase dispersa até o topo da coluna e aumentar o arraste.

Os valores encontrados com sistemas bifasicos aquosos em coluna PRDC (Porto,
1998) para a fracio retida da fase dispersa (variando de menos de 0,10 a cerca de 0,40)
foram muito superiores aos ja descritos na literatura para coluna “spray”, utilizando
diferentes sistemas bifasicos aquosos com proteinas e enzimas (Sawant et al, 1990;
Jafarabad et al, 1992 a ¢ b). Estes resultados estdo em concordincia com os obtidos por
Pawar et al (1997), em coluna “spray”, modificada de modo a gerar maiores valores da
fracdo retida da fase dispersa.

Quanto a mfluéncia da velocidade da fase dispersa na fracio retida da fase dispersa em
diferentes composicdes dos sistemas aquosos, pode-se verificar que para os varios sistemas

com PEG de diferentes massas moleculares (550, 1000, 3350 e 8000), a fracio retida da
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fase dispersa aumentou com o aumento da velocidade da fase dispersa e diminuiu com o

aumento da composigdo do sistema.

Kumar e Hartland (1982), relataram que o tamanho da gota diminui ¢ o nimero de
gotas aumenta com o aumento da velocidade da fase dispersa, resultando em um aumento
dos valores da fragfio retida da fase dispersa. Efeitos similares foram observados em outros
trabathos (Jafarabad et al, 1992 a; Pawar et al, 1997; Venancio et al, 1993).

Com o aumento diferenca de densidades das fases e da composi¢io dos sistemas de
duas fases aquosas, valores menores sfo observados para a fragfio retida da fase dispersa
para varios sistemnas estudados (Sawant et al, 1990; Raghav Rao et al, 1991; Venancio et al ,
1995 e Porto, 1998).

2.7. Sistemas de Duas Fases Aquosas

Na escolha de meios de extracio para aplicacSes na biotecnologia, varios critérios
devem ser considerados, j4 que nesta area parmetros como, solubilidade e estabilidade dos
compostos si0 importantes e nfo podem ser desprezados. Entre estes critérios pode-se citar
(Porto, 1998):

» 0 meio ndo deve ser toxico ao sistema biologico nem a0 homem;

e a recuperagdo do bioproduto a partir do meio extrator deve ser ficil;

» deve ter baixo custo e estar disponivel comercialmente em grande quantidade;
e ser passivel de esterilizar;

e ser imiscivel ou parcialmente miscivel com solugbes aquosas;

¢ nfo deve ter a tendéncia de formar emulsGes estaveis com materiais biologicos;

* nio ser inflamdvel.
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Além desses fatores, em processos de extraco liquido-liquido aplicados a quaisquer
sistemas, € imprescindivel que os solventes escolhidos formem duas fases (sejam imisciveis
ou parcialmente misciveis) e tenham densidades diferentes (Hustedt et al, 1985). E também
importante que a separagfio das fases seja rapida.

Nos processos biotecnologicos, em que se opera com biomoléculas ou células, existe
um numero muito limitado de solventes adequados a serem usados. O uso de solventes
orgénicos €, normalmente, limitado pelas caracteristicas hidrofilicas dos produtos de
fermentacfo. Isso leva a necessidade de utilizagfio de elevadas razdes entre as fases orgénica
e aquosa, devido aos baixos coeficientes de particio dos produtos em relagdo ao solvente
orgénico. Além disso, os solventes orgénicos sdo geralmente toxicos para as proteinas e
também provocam a desnaturacfo das mesmas.Assim, a introducio dos sistemnas de duas
fases aquosas € uma alternativa que possibilita o emprego da extragfio liquido-liquido nestes

processos, ja que estes sistemas ajustam-se aos critérios requeridos nas bioseparagSes.

Os sistemas de duas fases aquosas formam-se pela adic3o de solugdes aquosas de dois
polimeros hidrofilicos, como por exemplo, polietileno glicol (PEG) e dextrana ou de um
polimero e um sal, como por exemplo, o PEG e fosfatos de potissio, em concentragdes
acima de seus valores criticos, quando separam-se em duas fases, espontaneamente. Nos
exemplos citados, a fase mais leve, que tem a menor densidade, € rica em polietileno glicol,
enquanto a fase mais pesada, que tem a maior densidade, é rica em dextrana ou sais. Os
polimeros e os sais sdo soliveis em dgua, mas sfio incompativeis entre si e se separam em
duas fases (Albertsson, 1986). Eles constituem wm meio suave e protetor, adequado para a
extracio de substincias de origem biologica, pois as fases sfo compostas de cerca de 70% a
90% de agua, 0 que proporciona um ambiente ameno e adequado para o trabalho com
compostos biclogicamente ativos, preservando a sua estabilidade molecular ¢ permitindo o

seu processamento neste meio (Coimbra, 1995).

A separagdo espontinea, em duas fases distintas, devido a adigfio de solugbes aquosas
de dois polimeros foi inicialmente observada pelo microbiologista holandés Beijjerinck, em
1896, ao misturar agar com gelatina (ou amido solavel) e dgua, a certas concentragdes. A

fase inferior era rica em &gar € a superior em gelatina (ou amido). Em 1956, Albertsson
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constatou que sistemas formados por polimeros solveis ¢ solventes orgénicos, assim como
sistemas formados por polimeros hidrofilicos e dgua, também possibilitavam a parti¢dio de
materiais biolégicos, ou seja, permitiam que uma terceira substincia introduzida ao sistema
fosse coletada, preferencialmente, em uma das fases, de acordo com ajustes de pardmetros
fisico-quimicos. Devido a esta caracteristica, os sistemas de duas fases aquosas estéio sendo
empregados no isolamento e purificagio de biomoléculas de importincia comercial, tais
como, células, proteinas, enzimas, virus, fragmentos de membranas e organelas celulares. De
acordo com Albertsson (1986), é poséivel obter-se separagbes bastante secletivas de

substancias, usando-se sistemas aquosos de polimeros, sob condi¢gdes nfo desnaturantes.

Os sistemas de duas fases aquosas formados por PEG-Dextrana-Agua ¢ PEG-Sal-
Agua tém sido, nos ultimos anos, os mais freqiientemente estudados e utilizados para

purificacdo de um grande ntmero de biomoléculas (Diamond et al, 1992).

Além de ser usado como um método de separacgfio aplicado a materiais biologicos sob
condi¢cdes que preservam a sua atividade bioldgica, os sistemas de duas fases aquosas séo
usados também na determinacio de propriedades superficiais de biomoléculas, 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 fim de estabelecer fundamentos para o trabalho com estes sistemas, além de
identificar os mais adequados para a separa¢io de diferentes biomoléculas (Guan et al,
1993).

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

Geralmente, considera-se que a separa¢ic de moléculas em sistemas de duas fases
aqquosas ¢ dependente das caracteristicas da superficie molecular dos compostos a serem
particionados, tais como: carga, tamanho e propriedades hidrofobicas (Albertsson, 1971;
LaMarca et al, 1990).
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O efeito da massa molecular do polimero, concentracdo, densidade das fases ¢ a
presenca de sais em sistemas de duas fases aquosas tém sido estudados por vérios autores
(Albertsson, 1971, 1986; Johansson, 1985; Bamberger et al, 1984; Zaslavsky et al, 1992;
Carlson, 1988; Huddlestone et al, 1991; Asenjo et al, 1990; Sarmento et al, 1994).

A extrac@io com sistemas de duas fases aquosas oferece vantagens para processamento
em larga escala. Algumas delas sdo : elevado rendimento, faixa de trabalho préxima ao
equilibrio, facil ampliagéo de escala e a possibilidade de processamento continuo (Kim et al,
1988). Esses fatores justificam o interesse na aplicagio de sistemas de duas fases aquosas. A
maioria dos estudos concentram-se na andlise dos fundamentos da separacfic de fases e da
particiio de proteinas, na reducéo dos custos do processamento, no aumento da seletividade
da extracfio (por exemplo, pela adi¢do de ligantes), na pesquisa de novos componentes
formadores das fases, especialmente para substituir a dextrana, que é um polimero de custo
elevado e no desenvolvimento de novos sistemas (Szlag e Giuliano, 1988), na operagio em
miiltiplos estagios (Coimbra, 1995), na ampliagio de escala de laboratério para planta piloto
ou larga escala (Hustedt et al, 1985; Papamichael et al, 1992) e na modelagem do processo
de particio dos componentes (King et al, 1988; Grossmann et al, 1993; Eiteman, 1994).

2.7.1. Tipos de Sistemas de Duas Fases Aquosas

Existe uma grande variedade de polimeros hidrofilicos, naturais ou sintéticos, capazes
de gerar a separagio de fases ao 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 Potdssio. Nos
livros de Albertsson (1986, 1971) encontram-se detalhados varios sistemas de duas fases
aquosas com os respectivos diagramas de equilibrio, descrevendo também as suas
propriedades fisico-quimicas.

A escolha desses componentes das fases foi ao acaso, mas aparentemente perfeita, ja
que os coeficientes de partigfo nestes sistemas sfo atraentes nas faixas normais de separacfo

(Kula, 1990).
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Em principio, todos os tipos de sistemas de duas fases aquosas podem ser empregados
na separagio de biomoléculas. No entanto, quando se considera o sistema em larga escala,
onde critérios como custo, quantidade de reagentes, tempo de separagfo das fases e
reciclagem dos componentes nfio podem ser desprezados, o nimero de sistemas capazes de
conjugar 0s requisitos necessarios € bastante reduzido. De acordo com estas limitagGes, os
sistemas usados no processamento em larga escala tém sido restritos aos sistemas
constituidos por PEG-Dextrana e PEG-8al, por estes estarem disponiveis no mercado em
grandes quantidades, serem atdxicos, passiveis de esterilizacfio e apresentarem uma maior
faixa de aplicagéio e propriedades fisicas adequadas, principalmente com relaciio & diferenca
de densidade e viscosidade. A adi¢io de PEG e Dextrana em alimentos € permitida em
muitos paises, enquadrando-os dentro da legislagio 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 2.2- Exemplos de sistemas de duas fases aquosas (Albertsson, 1986)

Polietilenoglicol - Dextrana
Polietilenoglicol - Ficol
Polietilenoglicol - Fosfatos de Potassio
Polipropilenoglicol - Polietilenoglicol
Polipropilenoglicol - Dextrana
Polipropilenoglicol - Glucose
Polipropilenoglicol - Fosfatos de Potassio
Metilcelulose - Dextrana

Polivinil dlcool - Dextrana

2.7.2. Polietilenoglicol

O polietileno glicol, HO-(CH,CH,), - CH,CH,OH, € um dos polimeros mais uteis em
sistemas de duas fases aquosas. Ele é 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 4gua e em diferentes solventes orgéinicos. A sua
solubilizacdo em 4gua é atribuida & ligagfio das moléculas de dgua a muitas ou todas as

moléculas em torno da cadeia de polietileno. Essa ligacfio ocorre pelo mecanismo de pontes
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de hidrogénio. LigacGes deste tipo sdo relativamente fracas e podem ser quebradas de vérias
maneiras (Franco, 1992). O calor, em muitos casos, é suficiente para quebrar essas ligagdes
¢ insolubilizar as moléculas do polimero. A adicfio de cations monovalentes diminui a
solubilidade desses polimeros, devido i competigio dos ions de sal pela agua, o que
efetivamente reduz a quantidade de moléculas de agua livres disponiveis para solubilizar o
polimero. Dos sais inorgénicos, CaCl,, MgCL e AICl;, sdo 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 séo
denominados d6xidos de polietileno, PEO. S3o 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 p6 ou de flocos brancos
(Coimbra, 1995). Podem ser estocados a temperatura ambiente, embora a 4 °C, a ocorréncia
de oxidagdo em solugdes seja retardada. A oxidagdo do PEG, detectada pela diminuic&o do
pH, devido & liberacio de grupos 4acidos altera a coloragdo da solugdio para marrom
(Bamberger et al, 1985).

Nio sendo antigénico nem imunogénico foi aprovado pelo FDA, “Food and Drug
Administration”. Sua utilizagfio € de interesse na biotecnologia e biomedicina. Esta sujeito a
modificagdes quimicas rapidas, controlando a solubilidade ¢ aumentando o tamanho das
moléculas as quais se liga. Ndo provoca a diminuigdc da atividade de células e proteinas
(Harris, 1992). Sendo biodegradavel e atdxico, a descarga de PEG nfio é problematica
{Coimbra, 1995).

2.7.3. Caracteristicas dos Sistemas de Duas Fases Aquosas

Os sistemas de duas fases aquosas t€m como importante caracteristica, o fato de
conterem cerca de 70% a 90% de 4gua em sua composi¢io, 0 que permite a particio de

biomoléculas e de particulas celulares em condigdes nfo desnaturantes.
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A tensdo interfacial entre as fases é muito pequena, algumas ordens de grandeza
inferiores as correspondentes aos sistemas convencionais aquoso-orgénico (emtornode 1 a
3 ordens de grandeza), sendo no entanto, mais elevada em sistemas PEG-Sal do que em
sistemas PEG-Dextrana (Kula, 1985; Porto, 1998). Esta baixa tensfo interfacial minimiza
também a tendéncia & desnaturacio de biomoléculas que precipitam na interface,
preservando a atividade bioldgica e permitindo que o equilibric seja atingido mais
rapidamente, embora prejudique os tempos de separagfio das fases (Diamond et al, 1992).
Elevados tempos de separagdo poderiam causar a inundagio com maior facilidade em

equipamentos que operam em continuo, projetados para sistemas convencionais.

As massas especificas das fases sdo aproximadamente igual a 1 nos sistemas de duas
fases aquosas, devido ao elevado contetido de agua (Albertsson, 1986). A diferenca entre as
massas especificas das fases nestes sistemas também ¢é pequena, sendo maior para sistemas
PEG-Fosfatos do que para sistemas PEG-Dextrana (Kula, 1985).

A viscosidade das fases estd diretamente relacionada ao aumento da massa molecular
do polimero. Geralmente, quanto major for a massa molecular do polimero, mais elevada ¢ a
viscosidade das duas fases em equilibrio (Albertsson, 1986). Entretanto, o aumento da
viscosidade com o aumento da massa molecular do polimero pode ser minimizado em alguns
casos, ja que quando se usam polimeros de alta massa molecular, sfo necessarias
concentracdes mais baixas destes polimeros para a formacfo das fases. Uma alternativa
bastante interessante para anular este efeito da viscosidade do polimero ¢ a substitui¢do do
polimero pelo sal. A menor viscosidade € uma das principais vantagens dos sistemas PEG-
Sal, uma vez que a viscosidade é um dos fatores determinantes na viabilidade da aplicagfo 2
escala industrial (Sarmento et al, 1994).

As propriedades fisicas dos sistemas de duas fases aquosas podem ser alteradas por
manipulacdo de sua concentragio e composicio dos polimeros e sais. Deste modo, a
particio de moléculas e de particulas bioldgicas podem ser exploradas para obtengdo de
separagbes que, de outro modo, seriam dificeis ou mesmo impossiveis de serem realizadas
(Venincio e Teixeira, 1996; Porto, 1998).
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De acordo com Albertsson (1986), as principais vantagens dos sistemas de duas fases

aquosas sdo:
'_faci]iéade de aumento de escala;
» rapida transferéncia de massa;
* 0 equilibrio ¢ alcangado rapidamente;
» algumas enzimas sfo estabilizadas pelos polimeros;
» possibilidade de operagfo em continuo;
« possibilidade de separacfo rapida e seletiva;
» possibilidade de operagéio & temperatura ambiente;
« mais econdmico que outros processos de separagfo.
2.7.4. Diagramas de Fases

Para obter duas fases aquosas imisciveis ou parcialmente misciveis a partir de uma
solucfio de dois polimeros ou de um polimerc e um sal, ¢ necessaric que as concentragdes
desses componentes estejam acima de determinados valores, chamados de concentragdes
criticas. Essas concentragdes criticas podem ser obtidas através de um diagrama de fases do

sistema de interesse.

A figura 2.5 mostra um esquema do diagrama de fases correspondente ao sistema
PEG 4000~ Fosfato de Potdssio, a temperatura de 20 °C e pH 7,0 (adaptado de Albertsson,
1986 e Porto, 1998). Uma solugio homogénea (uma finica fase) ¢ obtida quando as
concentragdes de PEG e fosfatos se encontram abaixo da curva, que é chamada curva
binodal. Este é o caso do sistema representado pelo ponto H, cujas concentragGes obtidas
no grafico sdo as concentragdes totais. Para concentragdes situadas acima da curva binodal,
ocorre a separagdo de fases, como por exemplo no caso do sistema com composigfio total
representada pelo ponto M (Sebastifio et al, 1996; Porto, 1998).
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A composi¢io da fase de topo do sistema M ¢é representada pelo ponto C e as
concentracdes de equilibrio de PEG e sal relativas a fase de fundo do mesmo sistema sio
dadas pelo ponto B, do diagrama de fases. A linha que une o ponto C ao ponto B passando
pelo ponto M, chama-se “tie line” ou linha de amarragéo.

Cada par de concentragdes de PEG e sal pertencente a uma mesma linha de amarragio
originard um sistema bifasico idéntico, diferindo apenas na razio de volumes entre as fases
do topo e do fundo (Kula et al, 1982). A razio entre os volumes das fases do sistema,
representado pelo ponto M, pode ser obtida do diagrama de fases através da razdo entre os
segmentos de reta MB e MC (Cabral et al, 1992).

Y - PEG 4000 {% pip)

X - Fosfato de potassio

Pe pipl

Figura 2.5 - Diagrama de fases do sistema PEG 4000 - fosfatos de potassio, a 20°C e
pH 7.0 (adaptado de Albertsson, 1986).

No ponto critico, que € o ponto que delimita as regides de duas fases e de uma tnica
fase, uma pequena alteragfio nas concentrages das fases pode transformar um sistema de

duas fases aquosas emuma scolugdo homogénea.

A composigo que da origem a formacfo de duas fases aquosas varia com a massa

molecular dos polimeros, com a temperatura e com os sais presentes. Geralmente,
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aumentando-se a massa molecular de um dos polimeros, a separacio de fases € obtida com
concentragbes mais baixas de polimero, ou seja, a curva binodal sofre um deslocamento em
diregfio a origem do diagrama de fases e, portanto, as fases apresentam um maior contetdo
de 4gua (Venincio e Teixeira, 1996; Porto, 1998).

Nos sistemas de duas fases aquosas formados por dois politneros, o aumento da
temperatura promove uma maior miscibilidade entre os polimeros constituintes do sistema e,
conseqiientemente, a curva binodal sofre um deslocamento, afastando-se da origem do
diagrama de fases. Estas regras foram, inicialmente, verificadas para o sistema polietileno
glicol-dextrana, mas sfo validas para outros sistemas de duas fases aquosas formados por
dois polimeros (Albertsson, 1986).

Em sistemas de duas fases aquosas constituidos por um polimero e um sal, o efeito da
temperatura ¢ oposto. Com o aumento da temperatura ocorre uma diminuicdo das

concentragdes de polimero e de sal necesséarias para a formacdo de duas fases.
2.7.5. Sistemas PEG/Sal

A formagio de sistemas de duas fases aquosas constituidos por PEG e sal foi primeiro
observada por Albertsson nos anos 50, mas os fundamentos tedricos envolvidos na

formagdo desses sistemas ainda nfio sdo bem explicados.

Esses sistemas foram introduzidos para a aplicagfo pratica na separag¢do de proteinas
em larga escala, devido a maior diferenca entre as massas especificas das fases, menor
viscosidade e menores custos, levando a uma separagfic 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
comercials que permitem separacdes continuas e 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 sistemas polimero-sal em aplicagbes
mdustriais, onde a partigiio € conduzida em baixas concentragdes de sais (Kroner et al,

1984). fons como fosfato, citrato e sulfato distribuem-se de maneira mais desigual do que
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fons monoatémicos, como cloretos, o que gera wma maior diferenca de potencial entre as
fases e conseqlientemente afeta positivamente o coeficiente de distribuicido do soluto

(Coimbra, 1995). Ao contrério da Dextrana, sais sfo ficeis 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 amarragfo,
transferindo as proteinas da fase rica em sal para a fase rica em PEG. Se a solubilidade da
proteina na fase rica em PEG nfo for suficiente, elas tendem a precipitar na interface. Os
limites de solubilidade ¢ “salting out™ sfo dependentes das propriedades individuais das
proteinas, portanto uma resposta diferencial € esperada quando uma mistura de proteinas €
manipulada (Kula, 1982).

Inicialmente, os sistemas PEG/Fosfato foram os mais usados ¢ 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).

Vernau ¢ Kula (1989, 1990} desenvolveram um sistema de duas fases aquosas usando
citratos, a fim de tornar os sistemas de duas fases aquosas menos agressivos ao meio
ambiente. O citrato € biodegradéavel ¢ atéxico, e poderia ser descartado em uma planta de

tratamento de residuos.
2.7.6. Recuperagiio de Sais e Polimeros

A possibilidade de reutilizacdo dos constituintes das fases deve ser considerada ao
efetuar um projeto em larga escala, pois os custos dos componentes das fases aumentam

linearmente com o aumento da escala de produgdo (Kroner et al, 1984).

A reciclagem de PEG pode ser facilmente integrada ao processo, chegando a niveis de
recuperagdo em torno de 90 % a 95 % (Hustedt et al, 1988). As técnicas de recuperagio de
PEG mais usadas sdo a ultrafiltracdo e a exiragdo com solvente orgénico seguida de
evaporacfio (Coimbra, 1995). O PEG da fase do topo, rica em PEG, pode ser reciclado com
sucesso (Kroner e Kula, 1978; Kroner et al, 1982; Hustedt et al, 1985, 1987, 1988; Turner,
1991; Mistry et al, 1992).
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O descarte de sais é geralmente mais problemético. Em sistemas contendo células,
acido nucléico, proteinas soliveis e insoliiveis, a separacfio de sais da fase primaria por
técnicas de separagdio mecénica, tais como centrifugacio ou ultrafiltracio € muito dificil de
ser conduzida eficientemente. A eletrodidlise é considerada um método geral para a
reciclagem de sais e para a dessaliniza¢fo da fase rica em PEG (Hustedt et al, 1988). Sais
também podem ser recuperados usando uma mistura de dlcool alifitico - sal - 4gua (Greve e
Kula, 1991). Especificamente para a separacfo de fosfato de potassio, um resfriamento
abaixo de 6 °C provoca a precipitagio do sal, possibilitando a sua reutilizagdio (Papamichael
et al, 1992; Coiumbra, 1995).

Greve e Kula (1991) estudaram maneiras de reciclar a fase rica em fosfato de sistemas
PEG/Fosfato para minimizar a poluiciio ambiental. A reciclagem da fase fosfato foi obtida

pela sua separagéo através do uso de élcoois.

Mais recentemente, outros autores estudaram a reciclagem de polimeros e sais em
processos de extragio com sisternas de duas fases, mostrando que a reciclagem pode ser
integrada ao processo com sucesso, eliminando uma das limitagdes ao emprego de sistemas
de duas fases aquosas em larga escala, que € o consumo de grandes quantidades de
compostos formadores das fases (van Berlo, 1998; Rito-Palomares, 1994).

2.7.7. Particdo de Proteinas em Sistemas de Duas Fases Aquosas

Os fundamentos de parti¢io de biomoléculas entre duas fases ainda nfio sdo totalmente
compreendidos, apesar do progresso alcancado com a modelagem termodindmica da
distribuicdo de protefnas na interface dos sistemas de duas fases aquosas. Existem duas
diferentes aproximagdes para a abordagem termodindmica, a primeira utiliza um tratamento
rigoroso para modelagem do equilibrio (Baskir et al, 1989) e a outra, métodos de
contribuicdo de grupos (Kang e Sandler, 1988).

A tendéncia de separagio de fases apresentada por dois polimeros quando adicionados
em um solvente comum, ocorre porque a baixa concentragio molar dos polimeros na
solu¢do (tipicamente menor que 0,05 mol/L) leva a um pequeno ganho de entropia durante a

mistura. Por outro lado, cadeias poliméricas tém uma 4rea superficial por molécula maior do
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que compostos de baixo peso molecular, tanto que as energias de interacfo entre os dois
polimeros se sobrepSem & energia de Gibbs do sistema. Estes fatores levam a formagéo de
duas fases em sistemas terndrios polimero-polimero-dgua, em baixas concentragdes dos
polimeros.

Ha véarios fatores que influenciam a particio de biomoléculas em sistemas de duas
fases aquosas. Estes fatores s3io inerentes ao préprio sistema (tipo de componentes do
sistema, massa molecular do polimero, concentragio do polimero e dos sais, tipo de ion
presente, forga idnica ¢ pH) e ao biocomposto que ¢ distribuido (massa molecular, carga,
hidrofobicidade e conformacfo, presenca de ligantes bioespecificos, entre outros). A selecio
de propriedades dos sistemas de duas fases aquosas apropriados para a purificagio de uma
proteina especifica € ainda muito empirica, embora existam regras gerais com relagio ao
efeito das caracteristicas do polimero e da composigfio ibnica da proteina a sofrer a parti¢io
(Cascone et al, 1991).

A modelagem quantitativa da particio de proteinas em sistemas de duas fases aquosas
representa um complexo problema porque o comportamento do sistema depende de muitos
fatores, que j& foram citados anteriormente e das interacbes entre eles: interacOes dos
polimeros com as cadeias das proteinas e com diferentes sais, interagdes polimero-polimero,
sal-proteina, proteina-proteina e, quando usados, as intera¢Ses dos ligantes com os outros
componentes presentes. Estudos empiricos com sistemas de duas fases aquosas mostraram

ser a distribuicdo da proteina func¢io desses fatores.

A existéneia de tantas variaveis torna extremamente dificil a previsio teédrica do
coeficiente de particio de um dado sohito, conduzindo muitas vezes, ao trabatho
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 distribuicio das proteinas é definido por :
K=G/G (2.22)

Modelos quantitativos para predigdio do comportamento do sistema em funcéo do tipo

de polimero, de biomolécula, da composicio das fases, do pH e da temperatura ndo estdo
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disponiveis. Além disso, os mecanismos fundamentais que governam o comportamento
dessas variaveis ainda nfio foram satisfatoriamente entendidos (Baskir et al, 1989). Uma vez
mais ressalta-se a importincia do desenvolvimento da termodinimica da extragdo em
sistemas de duas fases aquosas (Kula, 1990).

O coeficiente de particiio 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 fato € tanto mais pronunciado quanto maior for a massa molecular da
biomolécula a sofrer a particio (Albertsson et al, 1987).

A adi¢io de sais, mesmo em concentragdes milimolares, influencia fortemente a
particio de materiais carregados eletricamente. Em sisternas PEG-Dextrana, a adi¢fio de sal
neutro como NaCl, diminui o coeficiente de particdo de proteinas carregadas negativamente
e aumenta a particio de proteinas positivamente carregadas. A magnitude deste efeito
aumenta na ordem SO~ <F < CI' <T ¢ NH," < Na" <K', A alteragiio do pH do sistema
contendo sal podera alterar a particdo pela mudancga 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 da parti¢do (Porto, 1998).

O fato da 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 particfio de proteinas tem ainda que ser mais estudada e entendida.
Um melhor conhecimento do comportamento de proteinas em sistemas de duas fases
aquosas também levar & habilidade de predizer a parti¢io de protefnas-alvo, freqlientemente

encontradas em uma mistura de proteinas heterogénea e complexa (Franco, 1992).

A partico em sistemas de duas fases aquosas ¢ principalmente, um processo onde 0s
grupos expostos das moléculas entram em contato com os componentes das fases e ¢,
portanto, dependente da superficie (Albertsson, 1986).
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2.7.7.1. Modelos para a Particéio de Proteinas entre as Fases
2.7.7.1.1. Teoria de Brionsted

A base para a separagdo por meio de um sistema bifasico é a distribuicio seletiva de
substincias entre as fases. A distribuicdo é caracterizada pelo coeficiente de particiic K,
definido como a concentragdo de proteina na fase mais leve, do topo, C, dividida pela
concentracio de proteina na fase mais pesada, do fundo, Gy:

K=C /G (2.22)

Obviamente, a escolha de um sistema adequado € uma das principais etapas em todo

trabatho de particéo.

Se a energia necessaria para movimentar as moléculas de proteina de uma fase para
outra é AE, espera-se que, no equilibrio, uma relagfio entre o coeficiente de particio e AE

seja expressa da seguinte maneira (Baskir et al, 1987):
Ci/ Cp=e"F¥T (2.23)

Onde k € a constante de Boltzman, T é a temperatura absoluta, C, e C; sfo as

concentragdes das moléculas de proteina nas fases do topo e do fundo, respectivamente.

AE deve depender do tamanho da particula ou molécula, desde que quanto maior o
tamanho, maior o nimero de 4tomos expostos que podem interagir com a fase ao redor, e

entdo, a seguinte equagio ¢ sugerida:
C,/ G =M (2.24)

Onde M ¢ a massa molecular e A, neste caso, é um fator que depende de outras
propriedades que ndo a massa molecular. Para uma molécula esférica, M poderia ser
substituido por A, a drea superficial da molécula. Assim, a equagfio acima poderia ser escrita
da seguinte forma:

Ci/ Cp =™ (2.25)
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Onde A, neste caso, ¢ um fator que depende de outras propriedades, que nfo sejam a
drea superficial. Por exemplo, propriedades de superficie, como a energia livre de superficie

pela unidade de area.

Essa € conhecida como a teoria da particio de Bronsted e seu ponto principal é a
relagBo exponencial entre o coeficiente de particio € as propriedades que entram no fator A,
como por exemplo, a hidrofobicidade ou afinidade e carga. Pequenas mudangas em tais
fatores provocam relativamente grandes mudancas no coeficiente de particio. Esta teoria
prediz um alto grau de seletividade. Embora o modelo de Bronsted tenha demonstrado que a
particdo de proteinas pode ser sensivel 4 massa molecular das particulas, ele é mais um
modelo qualitativo, desde que combina todas as outras variaveis do sistema em um tnico

pardmetro (Franco, 1992).
2.7.7.1.2. Modelo de Albertsson

Albertsson (1986) prop6s o mais simples modelo para o célculo de K, desmembrando-

0 em:
nK=1nKg + In Kuigror + In Kpim + In Keonr + In Kiig + It Keamanno (2.26)

Onde os subindices el., hidrof., hifil, conf, lg. e tamanho referem-se,
respectivamente, as contribui¢des eletrostaticas, hidrofobicas, hidrofilicas, de conformago,
de interagOes entre os ligantes e do tamanho das moléculas. A presenca de sais implica na
adicio do termo In Ky, onde hid. refere-se a hidratagfio. Estes parimetros podem ser
manipulados a fim de atingir a particiio 6tima da proteina-alvo.

Na prética, nfo se usa essas teorias para predizer o comportamento da partigio. Elas

tém sido usadas apenas para descrever e explicar os comportamentos observados.

Esses modelos sofrem a limitagdo de examinar apenas o efeito das caracteristicas das
moléculas de proteina sem deter-se em analisar em detalhes a contribuigio das fases que
formam o meio. Eles nfio indicam como a massa molecular, a concentragfio, ou a escolha do

polimero formador da fase influenciaré a partigfio em sistemas de duas fases aquosas.
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Assim, modelos quantitativos para a prediciio ‘do comportamento do sistema em
funcdo do tipo de polimero, de biomolécula, da composicio das fases, do pH e da
temperatura nfio estdo disponiveis (Coimbra, 1995). Os mecanismos fundamentais que
governam o comportamento do sistema, em relagio a essas varidveis, ndo foram
satisfatoriamente compreendidos (Baskir et al, 1989).

2.7.7.1.3, Teorias Termodindmicas

Atualmente, existem métodos analiticos modernos, que permitem medir os coeficientes
do virial em sistemas bindrios com razodvel precisfo, aumentando o nimero de informagdes e
facilitando o desenvolvimento dos fundamentos termodindmicos para sistemas de duas fases
aquosas (Kula, 1990). Qualitativamente, a separacdo de fases e a distribuiciio de solutos
podem ser preditas através de uma expressio do coeficiente de particio em fungfo de
pardmetros medidos experimentalmente. Para tanto, emprega-se normalmente a teoria de
Flory-Huggins (Flory, 1953), uma aproximagfio da mecénica estatistica para descri¢io

termodindmica da separacgdo de fases de polimeros em solventes orgénicos.

A teoria de Flory-Huggins ¢ suficiente para descrever o comportamento termodindmico
que leva a separagfio das fases. Ao misturar polimeros, estes preferem associarem-se a
misturarem-se com outras moléculas de polimero, formando duas fases de diferentes

composicdes de polimeros (Carlsson, 1988).

A elevada concentrac@io de dgua em ambas as fases € uma complicagio adicional ao
estudo, j4 que esta molécula nfio se comporta como um solvente inerte, sendo capaz de
interagir em multiplas ligagSes covalentes, como também em pontes de hidrogénio nos
polimeros hidrofilicos envolvidos. Edmond e Ogston (1968) obtiveram uma equagéio para o
potencial quimico da 4gua na presen¢a de polimeros, semelhante a uma expansdo do virial
truncada no termo de segunda ordem. Dependendo do pH, a dissociaclo completa de sais e
grupos ionizaveis presentes nas proteinas podera ou nfio ocorrer. Como a totalidade dos fons
ndo se distribuird uniformermente, sera estabelecida uma certa diferenga de potencial elétrico
entre as fases. Assumindo que a particdo de proteinas € fortemente dependente deste termo,

faz-se necessdrio considerar as interagdes de carga e distribuicdo desigual de ioms na



62 Capitulo 2 - Revis3o da Literatura e Fundamentos Tedricos

modelagem da separagio de fases e do coeficiente de particdio em sistemas contendo sais e

grupos ionizaveis (Albertsson, 1986, Coimbra, 1995).

Em resumo, alguns modelos desenvolvidos para a representaciio da separacgfo de fases e

predi¢do do coeficiente de partigio em sistemas de duas fases aquosas s#o:

- Brooks et al (1985) - Modelo do Vértice, desenvolvido para sistemas PEG/Dextrana,
extendendo a teoria de mistura de solventes polimero-polimero para sistemas
multicomponentes.

- Grossman e Gainer (1988) - correlacionaram o coeficiente de partico da proteina
com o volume livre das fases. Esses autores introduziram o conceito de “diferenca de volume
livre” para sistemas PEG/Sulfato analisando o efeito do aumento das concentragBes de KCL
Esta diferenca de volume livre ¢ a diferenga entre o inverso da massa especifica da fase € o
inverso da massa especifica da fase de referéncia (sem Kcl). E sugerido que a particiio de

proteinas poderia estar relacionada a diferenca de volume livre.

- Kang e Sandler (1988) - usaram o modelo UNIQUAC para construir diagramas de

equilibrio com razodavel precisdo.

- King et al (1988) - Modelo para sistemas polimero-polimero. Assumiram uma forma
geral para o potencial quimico dos componentes, partindo de uma extensfo da teoria de
solugdes de Edmond e Ogston (1968), usando o modelo de expansiio do Virial. E um modelo

para sistemas polimero-polimero, que calcula o coeficiente de particiio de proteinas.

- Eiteman e Gainer (1989 b) estudaram a influéncia da diferenga de composig@o entre as
fases na partigio de dicool e peptideos. Um modelo para a parti¢dio de proteinas foi sugerido,
levando em conta a diferenga de concentracio de PEG entre as fases, a hidrofobicidade

relativa do soluto e a diferencga hidrofobica entre as duas fases.

- Kim (citado em Baskir et al, 1989) - Modelo para sistemas polimero-sal. Na estimativa
do coeficiente de particiio, desconsiderou a mfluéncia das interagdes polimero-sal na fase
salina. J4 na fase polimérica, as interacdes polimero-sal foram consideradas significativas. A
solubilidade da proteina é expressa pela relacio entre a solubilidade da proteina na fase rica
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em sal, a concentracdo molar de sal na fase rica em sal, a solubilidade da proteina na dgua
pura e a constante de “salting out” do sal para a proteina.

- Haynes et al (1989) e Cabezas et al (1990, 1991) - Melhoraram o modelo de King et
al (1988), através do desenvolvimento de um modelo termodindmico molecular e de um
modelo de mecanismo estatistico, respectivamente. Consideram interacBes ibnicas nos

modelos, mas a base teérica precisa ser refinada.

- Eiteman e Gainer (1991, 1992) - correlacionaram o coeficiente de partigio com a
hidrofobicidade dos aminoacidos individuais que constituem a molécula, para peptideos em

sistemas PEG-MgSO;. Tem que ser methorado para proteinas.

- Grossmann et al (1993) - propuseram, para as espécies iOnicas em sistemas PEG-
Dextrana, a extensiio de uma correlagio entre a composicdo das fases e o coeficiente de

parti¢io de aminoacidos e peptideos.

- Sassi et al (1996) - desenvolveram uma analise da termodindmica molecular para a
particdo de proteinas, que leva em conta a exclusdio por tamanho, interagSes eletrostaticas e
diferencas de pressfo osmotica. Interagdes eletrostaticas podem ser descritas da teoria de
Debye-Hiickel, da Aproximac8o Média Esférica ou do modelo de células de Katchalsky para
solugdes de polieletrolitos, sendo este o que forneceu os melhores resultados para o

citocromo ¢, em relagio aos coeficientes de parti¢éo.

- Kenkare et al (1996) - desenvolveram um modelo molecular baseado na equagfio
integral da teoria da termodinfmica estatistica para a separagdo em sistemnas PEG/sal. As
intera¢Bes entre os componentes siio modeladas com diferentes teorias, como o potencial de
Yukawa, potencial Couldmbico. As propriedades de excesso sdo calculadas. O modelo prediz
as tendéncias observadas experimentalmente e mostra a importéncia das interagdes jon-PEG ¢

fon-solvente.
2.7.8. Extraciio em Sistemas de Duas Fases Aquosas

A extragio com sistemas de duas fases aquosas apresenta vantagens sobre outros

processos de purificagfio, como a centrifugacio ou a precipitagdo, quando sdo consideradas
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misturas complexas de proteinas. Para processos em larga escala, a cromatografia de
proteinas nfo é um método facilmente aplicavel, embora em escala de laboratério, seja muito
efetivo e relativamente simples (Franco, 1992). O emprego dos sistemas de duas fases
aquosas: em diferentes tipos de extratores para purificagdo de proteinas tem apresentadb bons
resultados (Hustedt et al, 1985; Coimbra, 1995; Porto, 1998).

Vérjos trabalhos tém sido publicados com dados de extragio com sistemas de duas
fases aquosas em escala laboratorial, com a finalidade de selecionar as propriedades destes
sistemas, tais como : tipo de componentes do sistema, massa molecular dos polimeros,
comprimento da linha de amarragdo, composigio de sais, forca ibnica e pH mais adequadas 2
extragio e purificacio de uma determinada proteina ou .enza'ma. Muitos destes trabathos
apresentaram resultados bastante satisfatorios. Como exemplo, pode-se mostrar os resuitados
obtidos com a taumatina (protetna com propriedades adogantes), que revelaram em um Ginico
passo de extragfo com sistema bifasico PEG 6000-fosfato contendo NaCl, a partir de extrato
bruto livre de fragmentos de células, valores de rendimento e fator de purificagdo de 90-95 %
e 20, respectivamente (Cascone et al, 1991).

Sabe-se que a extragio de duas fases aquosas apresenta vantagens em relagfio a outros
métodos de separacdo e recuperacdo de enzimas e outras proteinas. Dentre essas, ja citadas

anteriormente, destacam-se as que sfio comentadas a seguir.

A escala de trabalho com sistemas de duas fases aquosas pode ser facilmente ampliada
sern mudanga apreciavel na natureza ou eficiéncia do processo. O transporte interfésico ¢
rapido, sendo que apenas alguns segundos s#o requeridos para levar a maioria dos sistemas de
duas fases, formados por PEG/Sal ao equilibrio. A separacio das fases € rapida,
especialmente para os sistemas PEG/Sal. Um outro beneficio € que as fases sio compativeis
com muitas das proteinas conhecidas. Portanto, sistemas de duas fases aquosas s&o uma
alternativa extremamente atrativa para a separaco e purificacdio de proteinas em larga escala

(Franco, 1992). Esses fatores estimulam as pesquisas nesta drea.

O uso de sistemas PEG-sal aplicados em larga escala constitui uma alternativa, t€cnica e

econdmica, aos processos tradicionais de purificagdo de biomoléculas. Alguns exemplos de



Capitulo 2 - Revisdo da Literatura e Fundamentos Tedricos &5

purificago de proteinas em grandes volumes (25 a 500 L) de sistemnas PEG-sal estdio
apresentados na Tabela 2.3 (Porto, 1998).

Tabela 2.3- Exemplos de purificagiio de proteinas em larga escala por passos
subseqiientes de extragio (Departamento de Tecnologia Enzimatica do GBF - Braunschweig -
Alemanha, adaptado de Albertsson et al, 1990)

Enzimas Orgapismos Nimerode  Fatorde  Rendimente Observagdes Fonte
passosde  purificacio  final (%)
extracio
Aspartase E. coli 4 18 82 Remogiode Hustedt et al,
fumarase 1983
interferente
Formato Candida 3 4.4 78 Remociode  Kroner et al,
desidrogenase boidinii polissacaride- 1982
os e dcidos
nucléicos
Interferon Fibroblastos 1 > 350 75 Menge et al,
humano 1983

¢ O primeiro passo de extracfo é realizado para remogio de todos os residuos celulares,

com excecio da purificagdo do Interferon.

Estudos realizados por Kroner et al (1982) estabeleceram uma comparacio entre o
processo de purificacdo utilizando sistemas de duas fases aquosas € o convencional
constituido essencialmente por precipitacio seguida por dois passos cromatograficos e
obtiveram valores de grau de pureza semelhantes, sendo atingido um rendimento superior
quando usada a extragdo liquido-liquido (71 % versus 51 %). Uma andlise econdmica
comparativa entre os dois processos, envolvendo custos de pessoal, material e operacdo
revelou que uma unidade de atividade enzimética produzida pelo protocolo cldssico tinha um
custo de cerca de 40 vezes superior ao de uma unidade de enzima resultante das extracdes

seqiienciais em sistemas de duas fases aquosas (Kroner et al, 1982).
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O desenvolvimento de extracdes liquido-Hquido em larga escala estd muito limitado aos
sisternas de PEG-Dextrana ¢ PEG-sal. Estes sistemas parecem ter aplicabilidade geral; as
propriedades fisico-quimicas das fases (viscosidade, diferenca entre as massas especificas) sfio
relativamente adequadas e os polimeros sfo atdxicos, biodégrédéveis e certificados nas
Farmacopéias da maioria dos paises. Dextrana purificada € muito cara para processos em
larga escala. Por isso, outros polimeros hidrofilicos vém sendo avaliados (Albertsson, 1971;
Hustedt et al, 1985 in Walters, 1985). Tanto o PEG como a Dextrana sio substincias ndo

téxicas para o meio ambiente {Sarmento et al, 1994).

A seletividade de sistemas PEG/sal é freqlientemente maior do que a dos sistemas
PEG/Dextrana (Hustedt et al, 1985). Para sistemas PEG/sal, espera-se um melhor
desempenho na etapa de separacfio das fases, devido &s mais baixas viscosidades, maiores

diferencas entre as massas especificas € maiores tensies interfaciais (Hustedt et al, 1985).

O tempo necessario para a separacdo também depende do tamanho das gotas, que €
funcio da etapa de mistura e da taxa de coalescéncia, que, por sua vez, ¢ dependente da
tensio mterfacial. Portanto, espera-se que sistemas PEG/sal separem-se mais rapidamente do

que sistemas PEG/Dextrana, ao considerar a taxa de coalescéncia (Hustedt et al, 1985).

Uma andlise econdmica detalhada da purificacio de biomoléculas, para fins
comparativos, entre diferentes processos, nfo foi encontrada na literatura. Kroner et al (1982)
apresentaram um estudo onde calcularam os custos operacionais de algumas técnicas de
purificacdio de FDH - Formiato desidrogenase obtido de Candida boidinii. Observa-se que as
despesas relativas 4 aquisi¢fio de sais e polimeros, necessarios para a formagfo das fases nos
métodos que usarn a extragdo em sistemas de duas fases aquosas PEG/fosfato, sfo
compensadas pelo alto rendimento e o curto tempo desses processamentos em relagio aos
outros métodos {Coimbra, 1995).

2.7.8.1. Extracdo Continua com Sistemas de Duas Fases Aquosas

A extracdo liquido-liguido € um processo de separagdo que apresenta vantagens, como
baixa perda de atividade do componente, boa reprodutibilidade e facil aumento de escala,
além de ser altamente especifica na separagfo (Coimbra, 1995).
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Visando a obtengfio de processos de separagdo mais rapidos e eficientes, equipamentos

de extragdo liquido-liquido de operagéo continua vém sendo estudados.

Alguns estudos ja foram apresentados, nos quais sistemas de duas fases aquosas foram
usados em varios tipos de colunas de extrago com operacfio semi-continua (Sawant et al,
1990; Raghav Rao et al, 1991; Patil et al, 1991; Jafarabad et al, 1992 a,b; Pawar et al, 1997) ¢
continua (Hustedt et al, 1987 ¢ 1988; Coimbra et al, 1995 ¢ 1998; Porto, 1998). A tensfo
interfacial em sistemas de duas fases aquosas ¢ de 1 a 3 ordens de grandeza abaixo daquelas
encontradas em sistemas agua-solvente orginico. Portanto, o problema da inundag@o deve ser
contornado para se empregar sistemas de duas fases aquosas em equipamentos projetados
para sistemas classicos, jA que a inundagfio pode ser atingida mais rapidamente com estes
sistemas. QOutra dificuldade surge da viscosidade das fases, que é especialmente elevada para
sistemas contendo biomassa (Kula, 1990).

A seguir, sfo apresentados, mais detalhadamente, alguns estudos sobre a extracdo

continua e semi-continua de biomateriais com sistemas de duas fases aquosas.

Kula et al (1982) pesquisaram a extracfio de formiato desidrogenase (FDH) com
sistemas PEG-sal.

Albertsson (1986) descreveu a operacio de uma unidade Craig, em modo contra-

corrente, empregando sistemas PEG-Dextrana.

Hustedt et al (1987) desenvolveram em processo continuo e totalmente automatizado
composto por dois passos de extragio em contra-corrente, o qual foi implementado & escala

piloto para purificagdo de fumarase a partir de um homogenato de células de Saccharomyces

cerevisge. Neste caso, também foram utilizados misturadores estaticos (em nimero de dois) e
dois separadores a escala piloto. O processo descrito acima foi realizado com controle por
microcomputador idealizado por Papamichael et al (1991), através da monitorizagio da
pressdio dos fluxos dos diversos componentes. A monitorizacdo “on Iine” da concentragdo de

proteina total e atividade da furnarase proporcionou o controle da eficiéncia de extragfo.
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Hustedt et al (1988) analisaram o processo continuo em uma coluna Kiihni, em um
extrator graesser, em uma coluna Podbielniak ¢ em uma unidade misturadora-decantadora

usando sistemas de duas fases aquosas.

Papamichael et al (1992) estudaram um esquema com um tinico estigio tedrico para

purificaciio de proteinas.

Jafarabad et al (1992 a) realizaram o estudo da frag3o de retengdo da fase dispersa e
do coeficiente de transferéncia de massa para BSA (albumina do soro bovino) e AMG
(amiloglucosidase) em colunas “spray”, em operagéo semi-continua, com sistemas PEG/sal.
Eles verificaram que o tamanho médio das gotas € menor quando a fase rica em PEG (fase
leve) € a fase dispersa. A fragfo de retengfio da fase dispersa e o coeficiente de transferéncia
de massa aumentaram com o aurnento da velocidade superficial da fase dispersa, do nfimero
de orificios e com a diminui¢&o no tamanho dos orificios. Com o aumento na composigiio do
sistema, a tenso interfacial, a diferenca de densidades e as viscosidades das fases aumentam.
O efeito combinado dessas propriedades faz com que o tamanho médio das gotas e a
velocidade das gotas aumentem com wmn aumento na composicdo do sistema (Clift et al,
1978). Portanto, a fracdo de retencdo da fase dispersa e o coeficiente de transferéncia de
massa diminuem com o aumento na composicio do sistema. Os coeficientes de transferéncia
de massa (entre 10° e 10™ s™') e a fragiio de retengfio da fase dispersa (entre 0 e 4%) foram

bem pequenos.

Jafarabad et al (1992 b) realizaram um estudo da fragfo de retencfo da fase dispersa e
do coeficiente de transferéncia de massa para a extracfo de BSA ¢ AMG em uma coluna
York-Scheibel para sistemas PEG-sal. A fragiio de retengfo da fase dispersa aumenta com a
diminui¢io na composicdo das fases, porque a tensfo interfacial e a diferenca de densidade
diminuem com a reducdo na composigiio das fases. Com isso, o tamanho médio das gotas
diminui, a velocidade de ascensfo das gotas diminui e a fragfio de retencdo da fase dispersa
aumenta. A fragio de retencio da fase dispersa e o coeficiente de transferéncia de massa
aumentam com o aumento da velocidade de rotago dos agitadores e com o aumento da
velocidade superficial da fase dispersa.
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Os valores do coeficiente de transferéncia de massa e da fragfio de retencio da fase
dispersa sdo de 2 a 3 vezes maiores nas colunas York-Scheibel do que nas colunas “spray”.
A fragdo de retengfio da fase dispersa entre 2% e 15% e coeficiente de transferéncia de
massa entre 4x10° e 1,6x10™ s, para sistemas PEG/fosfato e entre 7x10° e 5,5x10% 57 ,
para sistemas PEG/sulfato foram obtidos.

Coimbra (1995) estudou a separacdo das proteinas do soro do queijo, com sistemas de
duas fases aquosas PEG-fosfato, em um extrator Graesser, em modo continuo. Com tempo
de residéncia de 1 hora, a recuperagéo de 63 % da o-lactoalbumina na fase rica em PEG foi
obtida, isenta de P-lactoglobulina (proteina responsavel pelas rea¢Bes alérgicas) que
transferiu-se totalmente para a fase rica em sal.

Pawar et al (1997) realizaram um estudo da fragfio de retencfio da fase dispersa e dos
coeficientes de transferéncia de massa medidos em colunas “spray” modificadas, usando
sistemas de duas fases aquosas formados por PEG 4000-sulfato de sédio, para a
amiloglucosidase e P-galactosidase. Os modos de operagdo da coluna concorrente ¢

contracorrente, em modo semi-continuo, foram investigados.

A fragfio de retengdo da fase dispersa e os coeficientes de transferéncia de massa das
fases dispersa e continua aumentaram com o aumento da velocidade da fase dispersa. Um
aumento nas concentragdes de sulfato de sodio e PEG faz com que a frac8o de retencdio da
fase dispersa ¢ os coeficientes de transferéncia de massa diminuam. A coluna “spray”
modificada mostrou ser melhor do que a coluna “spray”, aumentando a fracio de retencio

da fase dispersa, os coeficientes de transferéncia de massa e a carga que a coluna suporta.

Porto (1998) estudou a extragdo continua de citocromo b5, protease e ascorbato
oxidase, a partir de seus extratos brutos, usando sistemas de duas fases aquosas PEG/fosfato
de potassio, um uma coluna PRDC Os resultados obtidos para o citocromo b5, protease e
ascorbato oxidase foram respectivamente, 44 % , 38,5 % e 48 % para a proteina total; 78 %,
112 %, 112 % para a recuperagdo em atividade e 2, 3 e 22 para o fator de purificacfo.

Coimbra et al (1998) realizaram um estudo da fragfo de reteng8o da fase dispersa e da

velocidade caracteristica em uma PRDC, com sistemas de duas fases aquosas formado por
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PEG 6000 e fosfato de potassio bibasico. A drea livre de escoamento dos discos apresentou
uma pequena influéncia na fraco de retengfio da fase dispersa. Observou-se valores da
fracio de retencdo da fase dispersa que variaram de aproximadamente 0,05 a 0,25.

De acordo com a anilise desses trabalhos, pode-se concluir que a aplicaciio da
extragdo liquido-liquido com sistemas de duas fases aquosas na purifica¢io de biomateriais é
uma alternativa extremamente interessante e promissora. Os resultados gerados mostram
que altos valores de eficiéncia de extragfo e de fatores de purificagfio podem ser obtidos.
Isso faz com que haja a necessidade de mais pesquisas que possibilitem uma melhor
compreensdo e desenvolvimento desses processos, visando a obtengdo de melhores
resultados. Além disso, o melhor entendimento do processo, pode colaborar na obtengfo de
correlagdes para predicdo da particio das proteinas e do comportamento de equipamentos

de extracdo de operacdo continua.

2.7.9. Métodos de Isolamento das Proteinas a partir das Fases rica em PEG e

rica em Sal

Quanto ao isolamento das proteinas ap0s a extragdo, esta pode ser realizada por
didlise, quando se tratar da fase rica em sal, como € o caso do citocromo b5 e da ascorbato
oxidase, Isto permite que estas proteinas sejam facilmente purificadas e concentradas, além

deste processo ser economicamente mais interessante.

Quando a proteina de interesse estiver concentrada na fase rica em PEG, necessita-se
empregar processos tais como: precipitagdo com sais, ultrafiltragio € cromatografia, para o
seu isolamento (Porto, 1998).
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3.1. Infroducio

Com a finalidade de obter-se um equipamento para a realizagio de processos de
extragdo liquido-liquido, visando a separagio e purificagio de biomoléculas, € proposta e
desenvolvida neste trabalho uma micro-coluna agitada por campanulas pulsantes, para a

extracdo em continuo.

Neste capitulo sdo apresentados detalhes da montagem da micro-coluna agitada por
campinulas pulsantes € os procedimentos adotados para a obtengio dos resultados
experimentais. Nos experimentos foram usados sistemas de duas fases aquosas formados por

PEQG, sal (fosfatos de potdssio) e agua deionizada, para a extracio de proteinas.

Neste equipamento foram realizados estudos relativos ao comportamento
hidrodindmico e de transferéncia de massa.

3.2. Campénulas

O uso de campénulas em colunas pulsadas é proposto visando obter-se uma agitaco
eficiente, mas suave, para aplicagdo em processos de separagdo de compostos labeis, como
as proteinas. Sendo a agitagfo suave, pretende-se evitar a desnaturacdo de biomoléculas,
que ocorre quando ¢ introduzida ao sistema excessiva energia mecanica e agitacdo

extremamente vigorosa.

Além disso, as campéanulas aumentam o tempo de contato entre as fases na coluna e
fazem com que ocorra uma dispersfio uniforme das gotas, o que favorece a transferéncia de

massa, fazendo com que o sistema se aproxime do equilibrio.

Com o sistema de agitacfio composto por campéinulas 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 campénula. A peneira, da qual a
campénula € constituida, nfio deixa a maior parte da fase leve passar espontaneamente. A
campénula retém a fase leve por um tempo maior do que outros dispositivos comumente
usados para promover a agitacfio. Deste modo, ocorre um aumento do tempo de contato

entre as fases.
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{a) (b]

Figura 3.1 - Agitagfo através de campédnulas pulsantes numa coluna de extragio
liquido-liquido pulsada. (a) campénula parada durante o intervalo entre os pulsos. (b)

movimento descendente durante um pulso.

Durante o pulso, quando a campanula desce, o liquido mais leve (de menor densidade)
que fica concentrado no interior da campéanula, é forgado a passar pelos furos da peneira. A
fase leve é “quebrada” em gotas bem pequenas. Uma importante caracteristica da agitagdo
obtida através do uso das campanulas pulsantes € a formagio de uma dispers@o, bastante
uniforme e de gotas pequenas, da fase leve na fase continua, como pode ser visto na figura
3.1. Essas caracteristicas s3o favoraveis a transferéncia de massa. Quando a campanula sobe,

o movimento ascendente faz com que as fases misturem-se ainda mais.

As campanulas devem ser construidas de material inerte que nfo reaja com as solugdes

usadas na extracio.

Nio foi encontrada na literatura nenhuma referéncia sobre o uso de campénulas como

dispositivo promotor da agitagdo em equipamentos de extragéo.
3.3. Descricio do equipamento

Um esquema da micro-coluna de campanulas pulsantes € mostrado na figura 3.2. Esta
micro-coluna € constituida de um tubo de vidro de 19 cm de altura; 2,84 cm de didmetro

externo e 2,54 cm de didmetro interno.
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1 éT Diregio dos Pulses

1-  Alimentagdo da fase pesada
(fase rica em sal)
2. Alimentagio da fase leve
{fase rica em PEQG)
3-  Saida da fase leve
(fase rica em PEQG)
4. Saida da fase pesada
(fase rica em sal)

l

Figura 3.2 - Esquema da micro coluna de campénulas pulsantes.

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

a fotografia de uma haste na qual estdo soldadas duas campanulas.
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Durante um pulso, a campénula movimenta-se aproximadamente 2,8 cm para baixo ¢

2,8 cm para cima, o que faz com que a amplitude do pulso seja de aproximadamente 5,6 cm.

Figura 3.3 - Campénulas soldadas & haste, formando o dispositivo de agitagio da

micro-coluna.

Os bocais de alimentagfo e saida das fases sdo de ago nox e possuem um didmetro
interno de 3,65 mm e 6,85 mm de difimetro externo. Na figura 3.4, é mostrada uma

fotografia da micro-coluna desenvolvida neste trabalho.

Os pulsos sfo fornecidos por um dispositivo que promove 0s movimentos alternativos
(movimenta o eixo para cima e para baixo) e controlados por um controlador da freqliéncia

de pulsagdo.

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

peristdltica de quatro pontos, previamente calibrada.

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

resistente a agfo da maioria dos solventes. O viton fo1 escolhido para permitir que outros

sistemas sejam usados, ja que os sistemas de duas fases aquosas nfio sfo corrosivos.

A temperatura dos experimentos foi mantida em (24 + 3) °C.
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Figura 3.4 - Micro-coluna de campénulas pulsantes.

Na figura 3.5, encontra-se uma fotografia da montagem experimental, composta pela
bomba peristaltica, a micro-coluna, o controlador de pulsos e o dispositivo que fornece os

pulsos ao sistema.
3.4. Procedimento Experimental - Operacio da micro-coluna

Para a operagfio da micro-coluna, com a finalidade de obter-se dados relativos 2
transferéncia de massa e fraclio de retencBo da fase dispersa, foi usado o procedimento

descrito a seguir:
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Primeiro, enche-se a micro-coluna com a fase continua (neste caso, fase rica em sal).
Ap0s preenchida toda a micro-coluna, ajusta-se as vazdes, através da bomba peristdltica no
valor desejado. Ajusta-se também a vazfo de saida ou, neste caso, abre-se a saida da fase
continua, j4 que as entradas e saidas da micro-coluna sfo controladas pela mesma bomba
peristatica. Nas saidas das fases leve e pesada uma conexfio de plastico transparente, ligada
aos bocais, permite que seja observado se o liquido estda fluindo de maneira estavel,
mantendo o nivel de liquido na coluna constante. Para controle do nivel de liquido no topo
da coluna, que deve manter-se constante, periodicamente, as vazdes de saida de ambas as

fases sdo verificadas durante o tempo de operagéio da micro-coluna.

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

interior do equipamento.

A seguir, aciona-se o sistema de pulsacfio e ajusta-se a sua fregiiéncia no valor
desejado. Posteriormente, abre-se a entrada da fase dispersa e inicia-se a alimentagio desta
fase (neste caso, fase rica em PEG), com a vazdo controlada pela bomba peristaltica. Abre-

se a saida da fase dispersa, que também ¢ controlada pela bomba peristaltica.

Apds este procedimento, inicia-se a contagem do tempo de operacio do equipamento
e deixa-se a micro-coluna operando por setenta minutos. O tempo de operagio da micro-
coluna foi escolhido baseado em trabalhos anteriores, embora tenha sido observado que,
algumas vezes, o estado estaciondrio foi atingido num tempo menor (aproximadamente
trinta minutos). Considerou-se interessante observar o comportamento do sistema por um
perfodo de tempo maior, principalmente no estudo da extraciio de enzimas, onde hd a

possibilidade de ocorrer a desnaturago.

No estado estaciondrio, as concentracdes de saida das duas fases nfo variam com o
tempo, embora, na pratica, pequenas oscilagdes tenham sido verificadas. Considera-se que

essas oscilagdes ocorram devido a erros experimentais, por possiveis imprecisdes nas
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medidas ou devido as impurezas ou outros compostos das células que estejam presentes nos
extratos brutos. Esse efeito ¢ minimizado pela diluicBo do extrato em uma das fases de

alimentagdo da micro-coluna.

Figura 3.5 - Montagem Experimental

Periodicamente, durante a operacfio 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
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fases, através da medida do volume coletado durante um determinado periodo de tempo.
Essas amostras sio analisadas posteriormente, para que a concentragio de proteina e
atividade enzimAtica sejam obtidas. Com esses dados, pode ser obtido o perfil de

concentragdes durante a operacio do equipamento e os calculos relativos a transferéncia de

massa poedem ser realizados.

Apds 70 minutos de operagdo, termina-se a corrida (tempo de um experimento).
Fecha-se, simultaneamente, as entradas e saidas das fases. A seguir, retira-se todo o liquido
que esta na coluna, deixa-se separar as fases ¢ mede-se o volume da fase leve ¢ o volume
total de liquido na coluna. Com este procedimento, calcula-se a fragdo de retencio da fase

dispersa. No préximo item, este procedimento € descrito mais detathadamente.

Com as medidas das vazdes de entrada e de saida das fases de topo e de fundo e
concentragdo de soluto em cada uma destas correntes, faz-se os balangos de massa globais e

por componente do sistema. As equagdes usadas nos balangos de massa encontram-se no
Anexo 1.

3.4.1. Procedimento Experimental para a obtencio da Fraciio de Retengiio da

Fase Dispersa

O procedimento experimental adotado no estude da fragdo de retengo da fase
dispersa baseou-se em um método que na literatura é conhecido como “método das
interrup¢des simultdneas”. Usando-se este procedimento, obteve-se as medidas da fragdo de

retengdo da fase dispersa em cada experimento realizado.
O “método das interrupgdes simulténeas™ consiste dos seguintes procedimentos:

» Apoés alcancado o tempo de operagiio do equipamento e retiradas as amostras,
interrompe-se a alimentacfio das duas fases. Simultaneamente, interrompe-se ¢ mecanismo
de pulsagfio, fecha-se as saidas de ambas as fases e deixa-se o contetido da micro-coluna em

repouso, até que ocorra a separagio das fases.

* A seguir, mede-se o volume total de liguido ¢ o volume da fase dispersa contides na

micro-coluna, através da drenagem do contetdo da micro-coluna, que € coletado em uma
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proveta graduada. Deixa-se os liquidos em repouso novamente, para que as fases separem-

se completamente e posteriormente, anota-se os volumes desejados.
» A fracio de retengfio da fase dispersa € calculada de acordo com a equagfio 2.9.
3.4.2. 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 aplicados as equagdes 2.6, 2.7 e 2.8, que fornecem os valores do

coeficiente de transferéncia de massa, indice de recuperagio do soluto e eficiéncia de

separagio.

O procedimento experimental adotado para a aquisi¢io dos dados de transferéncia de
massa consta basicamente de medidas de concentragiio de proteina na corrente de
alimentaco e nas correntes de saida da micro-coluna. Estas medidas foram obtidas através
de anilises espectrofotométricas, fazendo-se medidas diretas ou usando-se o método de
Lowry modificado, ou ainda, medindo-se a atividade enzimatica através de métodos

especificos.
3.4.2.1. Citocromo b5

Nos experimentos de extragio de citocromo b5, a fase na qual o extrato bruto de
citocromo bS5 entra na coluna, € a fase rica em PEG. Durante a extrago, citocromo b5 é
transferida para a fase rica em sal. Por isso, neste caso, a corrente que sai pelo topo (fase
rica em PEQG) ¢ a fase refinado e a fase que sai pelo fundo (fase rica em sal) € a fase extrato.
Optou-se por esta dire¢fio de transferéncia, da fase dispersa para a fase continua, devido aos
resultados obtidos nos experimentos em descontinuo, onde verificou-se uma maior tendéncia

do citocromo b5 concentrar-se na fase rica em sal, apds atingido o equilibrio entre as fases.

A fase rica em PEG, na qual se encontra dissolvido o extrato bruto de proteinas, é
dispersa na fase continua, que é constituida pela fase rica em sal.

Devido a disponibilidade de extrato bruto de citocromo b5, a diluicio do extrato bruto
na fase rica em PEG foi realizada nd propor¢io de 1 g de extrato bruto para 100 mL de fase
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rica em PEG. Alguns experimentos foram realizados usando-se a proporgéo de 10 g de
extrato bruto em 100 ml de fase rica em PEG, que € mais utilizada em trabathos
encontrados, como por exemplo Porto (1998). Verificou-se que nesta faixa de
concentragdes, nfio houve variacdo dos resultados de extragdio, ao comparar experimentos

com as duas proporg¢des de diluigdo.

Escolheu-se a fase rica em PEG como sendo a fase dispersa, com base em trabalhos

anteriores que mostram ser esta condic@o mais favoravel ao processo de extraggo.

Nas corridas de extrag3o de citocromo b5, as amostras foram coletadas aos 5, 10,15,
20, 30, 40, 50, 60 e 70 minutos de operagfo da micro-coluna.

3.4.2.2, Ascorbato oxidase

Nos experimentos de extracfio da ascorbato oxidase, a fase na qual o extrato bruto
contendo a ascorbato oxidase entra na coluna € a fase rica em PEG e ¢ transferida para a
fase rica em sal. Assim, a corrente que sai pelo topo da micro-coluna (fase rica em PEG) é a
fase refinado e a fase que sai pelo fundo da micro-coluna (fase rica em sal) € a fase extrato.
Novamente, a fase rica em PEG ¢ a fase dispersa e a fase rica em sal € a fase continua.
Assim, a transferéncia de massa também ocorre da fase rica em PEG para a fase rica em sal,

isto €, da fase dispersa para a fase continua.

Devido a maior disponibilidade de extrato bruto contendo a enzima ascorbato oxidase,
a proporcio usada para a diluicdo do extrato bruto na fase rica em PEG foi de 10 g de
extrato bruto em 100 mL de fase rica em PEG.

Nestas corridas, as amostras foram coletadas aos 10, 20, 30, 40, 50, 60 ¢ 70 minutos

de operagdo da micro-coluna.
3.5. Varidveis 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 identificagdio das melhores condigdes de operagdo da coluna, entre as
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estudadas, visando a obtencio de eficiéncias mais elevadas. A tabela 3.1 apresenta as

varidveis que foram avaliadas e seus respectivos valores.

Tabela 3.1 - Varidveis estudadas neste trabalho, relativas & operacio da micro-cohina.

Vazio Total de Alimentag&o (mL/min) 4,7, 6,5; 10,9
Freqiiéncia de pulsagfio (pulsos/segundo) 0,1; 0,143; 0,2; 0,33; 1,0
RazAo entre as VazBes das Fases (Vo/V.) aproximadamente 1

A razdo entre as vazbes da fase leve e pesada foi mantida constante porque a entrada
de ambas as fases na coluna foi realizada por uma mesma bomba peristaltica.

Nos experimentos em descontinuo, variou-se a composi¢io dos sistemas de duas fases
aquosas a fim de encontrar as methores condigdes de extragfo. Foram estudadas trés linhas
de amarragfo para diferentes massas moleculares de PEG. As tabelas com os valores dessas

variaveis se encontram no Capitulo 4, item 4.2.1.

Para uma série de experimentos, variou-se as linhas de amarragio para sistemas
formados com PEG 1000, com a finalidade de verificar a influéncia da concentragiio de PEG
e dos sais na operagdo da micro-coluna. Nestes experimentos, foi estudada apenas a
hidrodindmica através da avaliagdo da fracfio de retencio da fase dispersa. Os valores das
concentracdes de PEG e sal usados nestes experimentos foram:

PEG 1000 / fosfatos de potassio (% p/p): 16,2/ 14,3
17,7/ 15,7

19,7/ 17,7

Estes sistemas foram preparados de modo a obter-se pH 7,0. Nestes experimentos,

nfo se avaliou a transferéncia de massa.
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4.1. Introducio

No Capitulo anterior, foi apresentado o equipamento e os procedimentos de operagfio

da micro-coluna.

Neste Capitulo, sio apresentados os materiais usados no trabalho e os métodos usados
para a obtengdo dos extratos impuros, métodos analiticos para a obtengfo da concentragéio
de proteinas e da atividade enzimética e métodos de preparo dos sistemas de duas fases

aquosas € os procedimentos usados nos experimentos em descontinuo.
4.2. Preparaciio dos Sistemas de Duas Fases Aguosas
4.2.1. Processos de Extracio em Descontinuo

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

pesados sistemas com massa total de 6 g.

As quantidades de PEG, fosfatos de potéssio e dgua deionizada foram pesadas, de
modo que as concentragdes desejadas de PEG, sal e 4gua fossem obtidas. Para obter-se o
pH desejado, deve-se colocar as propor¢des adequadas entre os sais de fosfato mono e

bibasico. A relagfio entre o pH e a proporg#o entre os sais encontram-se na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - pH das solugdes de sais fosfatos de razdes [(mol/L)/(mol/L)], sal 1 :
monobdsico; sal 2 : bibasico (sais fosfato - de potéssio (K) ou de sédio (Na)) (adaptada de
Franco, 1992).

pH razdo sal 1 :sal2 [(mol/L)/(mol/L)]
5.8 11,50
6,0 7,10
6,6 1,67
7,0 0,64
7.4 0,24

8.0 0,06
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Depois de pesados e misturados os componentes do sistema, este ¢ agitado por 30
minutos em agitador magnético e, a seguir, agitado por um minuto em “vortice”, para

garantir a dissclugdo total dos componentes do sistema.

Foram utilizados sistemas de duas fases aquosas com as concentragbes de polimeros e
sais apresentadas na tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Composicio dos sistemas de duas fases aquosas PEG-Fosfatos de
Potéssio usados na extragfo de proteinas.

400 * 16,7/14.8 17,7/15,7 19,7/17,7
1000 * 16,2 /14,3 17,7/15,7 19,7/17,7
1500 * 16,2 /14,3 17,7/715,7 19,7/17,7
3350 * 14,0/11.8 17,7/15,7 19,7 /17,7
8000 11,8/9.8 140/11.8 . .

* Sistemas homogéneos - formacio de uma dnica fase.

* Nio foi possivel a dissolugfio dos componentes das fases.

Na maioria dos casos, para cada tipo de sistema, as concentragdes do polimero e do
sal foram escolhidas de forma a obter trés linhas de amarra¢fio: uma préxima ao ponto
critico, outra intermedidria e uma outra mais afastada do ponto critico, tendo-se utilizado

para este fim os diagramas de fases descritos por Albertsson (1986).
4.2.2. Processos de Extracio em Continuo

Os sistemas de duas fases aquosas utilizados para a extragfio continua em colunas de
extragdo liquido-liquido foram preparados da seguinte maneira: quantidades pré-
determinadas de PEG, sais de fosfato de potassio (mono e bibasico) e 4gua deionizada foram
pesados, misturados e agitados em um agitador magnético 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 operagiio da micro-coluna por setenta minutos e o preenchimento da micro-
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coluna com a fase rica em sal. A razfio de sais mono e bibasico foi determinada de modo a
obter-se um pH 7,0 para os experimentos com o citocromo bS e pH 6,0 para os
experimentos com a ascorbato oxidase. As fases foram deixadas em repouso de um dia para
o outro em um decantador e entfo, cada fase foi cuidadosamente removida e estocada
separadamente, para posterior uso na micro-coluna. As fases rica em PEG e rica em sal
foram estocadas por aproximadamente 15 dias, no maximo. Os extratos impuros de
citocromo b5 e de ascorbato oxidase foram dissolvidos na fase rica em PEG.

4.3. Procedimento para os Experimentos de Particiio em Sistemas de Duas Fases

Aquosas (Extragio em Descontinuo)

Para a determinagdo da particdo nos experimentos em descontinuo, adiciona-se ao
sistema preparado da maneira descrita no item 4.2.1, 500 pl. (aproximadamente 0,5 g) de
uma solugio do extrato impuro contendo a proteina ou enzima em estudo, a qual deseja-se
extrair. Mistura-se a amostra em “voértice” por um minuto. Para a extragéo do citocromo b5,
deixa-se a amostra em repouso de um dia para o outro (aproximadamente 18 horas) para
que o sistema atinja o equilibrio. Para a extragBo da ascorbato oxidase, a amostra ¢é
centrifugada por 15 minutos a 1000 rpm, para que o sistema atinja o equilibrio e as fases
sejam separadas. Optou-se pelo uso da centrifugacdo a fim de minimizar a desnaturaggo da
enzima ascorbato oxidase, jd que a separacio das fases através do uso da centrifiga é bem

mais rapida.

Em seguida, as amostras de ambas as fases foram retiradas cuidadosamente com
auxilio de uma seringa ou pipeta de Pasteur. A quantidade de proteina total, de uma proteina
em particular e, no caso das enzimas, da atividade enzimatica foram determinadas através

dos métodos adequados, que sdio descritos a seguir.

Estes experimentos foram realizados utilizando-se varios comprimentos das linhas de
amarra¢io para diferentes massas moleculares de PEG. Essas condicGes ja foram descritas
no item 4.2.1. O pH 7,0 foi utilizado para os experimentos de partigdo de citocromo b5 e o
pH 6,0 para os de ascorbato oxidase.
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Os experimentos de extragdio em descontinuo foram realizados a temperatura
ambiente, que foi mantida em aproximadamente (24 £ 3) °C.

4.4. Métodos Analiticos
4.4.1. Determinacdo da Concentracio de Citocromo b5

A concentragido de citocromo b5 foi determinada diretamente a partir do seu
coeficiente de absorcio a 411 nm (e = 130 (mmol/L)'em™), uma vez que absorve luz
fortemente a este comprimento de onda. Este método foi usado uma vez que é
extremamente simples, rapido € nfo destrutivo, a amostra de citocromo b5 analisada niio é
inutilizada apds a medida da absorbéncia, podendo ser utilizada em outras andlises (Porto,
1998).

concentragio de citocromo bS (mg/L) = (A4 x 13600) / 130
Massa molecular de citocromo b5 = 13600
Ay = absorbanciaa 411 nm
= 130 m(mol/L)'cm™ (coeficiente de exting&io)
4.4.2. Determinacio de Proteina Total - Método de Lowry Modificado

Na medida da concentragdo de proteina total, usou-se este método a fim de minimizar
as interferéncias dos componentes formadores das fases, nas medidas realizadas. Foi
necessaria a obtencfio da concentragio de proteina total para o calculo do fator de
purificacio, que ¢ uma medida do grau de purificaco da amostra em relagdo ao extrato

protéico impuro.

O método de Lowry modificado foi escolhido porque ele fornece bons resultados,
mesmo na presenca de certos compostos quimicos, 0 que nfo acontece com Outros

métodos.
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O método de Lowry (Lowry et al, 1951) € baseado na formacio de um complexo de
cobre-proteina capaz de efetuar a redugéo do reagente de fenol de Folin-Ciocalteau através
de residuos de tirosina e triptofano. A presenca deste complexo gera um composto de cor
azulada podendo ser detectado por um espectrofotdmetro usando a faixa de 720 a 750 nm

(luz visivel), como comprimento de onda. Neste trabalho, usou-se o comprimento de onda
igual a 750 nm.

O método, que sera aplicado para a determinac8io protéica, € um método modificado
por Pires et al (1993), pela introdugfio de uma hidrélise prévia com hidréxido de sodio e de
uma centrifugacdo antes da leitura espectrofotométrica.

As solugSes utilizadas foram:
1- Solugdio de hidréxido de sédio 0,1 moV/L;
2- Solucdo de carbonato de sodio a 2% (p/v);

3- Solugo de tartarato duplo de sédio e potassio a 1% contendo 5% (p/v) de sulfato

de cobre;
4- Solugdo de trabalho contendo 50 mL da soluggo (2) € 1 mL da solugéio (3);
5- Reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2.
Metodologia aplicada :

Em tubos de ensaio contendo 0,3 mL de amostra é adicionado um volume idéntico de
hidréxido de sddio 0,1 moll.. Apds agitagio em vortice, sfo deixados em repouso, a
temperatura ambiente, durante 30 minutos. Em seguida, sdo adicionados 3 ml da solugfo de
trabatho (4) e apds nova agitaco em vortice, mantidos em repouso, a temperatura ambiente,
durante 10 minutos. Apés este periodo, sdo adicionados 0,3 ml. do reagente de Folin
(solugdo 5) seguido de nova agitagdo e mantidos novamente em repouso, nas mesmas
condi¢des, durante 30 minutos. Terminado o periodo de repouso, a misrtura é centrifugada a
2397 g durante 10 minutos para separagio das fases (Carneiro-da-Cunha, 1995).
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4.4.3. Determinacfio da Atividade da Ascorbato oxidase

A atividade da ascorbato oxidase foi realizada segundo metodologia descrita por
Carvalho et al (1981), a qual utiliza o 4cido ascorbico 50 p(mol/l) em tampdo citrato-
fosfato 0,1 mol/L e pH 6,0 como substrato.

O sistema de reagfio continha 675 pl. do tampéio contendo o substrato e 25 ul. da
solugio contendo a enzima. O consumo de substrato foi acompanhado em
espectrofotdmetro durante 15 minutos, sendo a absorbdncia determinada a 268 nm e
registrada de 1 em 1 minuto. Uma unidade de atividade equivale a oxidagfio de 1,0 pmol de
L-ascorbato para dehidroascorbbato por minuto a pH 6,0 e a temperatura de 25 °C,
acompanhada pela leitura da absorbincia a 268 nm, sendo expressa em pmol de acido
ascorbico / minuto. A atividade especifica € calculada pela razfio entre a atividade total e a

quantidade de proteinas contidas em 1 ml de amostra [u(mol/L)/min.mg] (Porto, 1998).

Em detalhes, o procedimento de leitura no espectrofotdmetro € o seguinte: o aparetho
é zerado, com o branco (tampdo + extrato enzimatico), depois em uma outra cubeta,
adiciona-se o substrato (tampfio + 4dcido ascorbico) e o extrato enzimatico (solucio que
contém a enzima) e a cada 1 minuto, faz-se a leitura da absorbéncia e registra-se esta leitura,

em um tempo total de 15 minutos para cada amostra.

Como a ascorbato degrada o 4cido ascorbico, a absorbincia vai diminuindo ao longo
do tempo. Com estas leituras, traca-se uma reta e faz-se uma regressio linear, onde o
coeficiente angular da reta multiplicado pela concentrac#io inicial de 4cido ascérbico nos da
exatamente a velocidade de degradagSio do acido ascérbico por minuto [(umol/L)/mm].
Quando determina-se a concentracio de proteina total e divide-se a atividade total
[wmoVL)min] pela concentragdo de proteina, tem-se a atividade especifica
[(moV/Ly/min.mg].

4.4.4. Tampio Citrato - pH 6,0

Pesar 14,239 g de fosfato bibasico de sédio e diluir em 4gua deionizada, obtendo-se
800 mL de solugdo.
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Pesar 6,333 g de 4cido citrico e diluir em agua deionizada, obtendo-se 200 mL de

solugdo.

Misturar as duas solugBes. A concentragfio final da solugdo fosfato e da solugdo
citrato é 0,1 mol/L.

4.4.5. Produgio de Citocromo bS

- Meio de manutenciio da E. coli

O meio de manutencdo da estirpe de Escherichia coli foi 0 meio LB - Lurian-Bertani,
que quando acrescido de 2,0 % (p/v) agar, constituiu o meio sélido de crescimento e
manutencdo da amostra de E. coli. Todos os componentes, com excegdo da ampicilina,
foram esterilizados em autoclave a temperatura de 121 °C e 1 atm de pressdo durante 20
minutos. Apds o resfriamento dos meios, foi adicionado uma solugfio de ampicilina (100
mg/ml) esterilizada por filtragio com auxilio de filtro 0,22 pm (Milipore), perfazendo uma
concentracfio final de 100 pg/ml..

- Producdo de citocromo b5 e ruptura celular

O citocromo bS5 foi produzido por fermentagfio utilizando o meic comercial LB
(Lurian-Bertani), suplementado com o antibidtico ampicilina (100 pg/mlL). A fermentacio
foi realizada em erlenmeyvers de 2 litros com um volume 1til de 1 litro, utilizando um
agitador orbital a 200 rpm, a uma temperatura de 37 °C por 24 horas. O in6culo (100 mL de
cultura) foi obtido da cultura crescida por 10 horas, a partir de coldnias retiradas de uma

placa de Petri recente.

A ruptura celular das células foi realizada com um sonicador Labsonic 2000 da
Bbraum, a 70 W, em trés ciclos intermitentes de 1 minuto. O homogenato assim obtido,
contendo fragmentos celulares, foi dividido em aliquotas e armazenado a - 20 °C para
subseqiiente utilizagdo (Porto, 1998).
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4.4.6. Producio da Ascorbato oxidase

A extracio da ascorbato oxidase foi realizada a particr da Curcubita maxima,
regionalmente chamada de abdbora, de acordo com a metodologia descrita por Carvalho et
al (1981), que se constitui dos seguintes passos :

- a abébora descascada foi cortada em fatias e pesada, em seguida a amostra foi lavada
com agua deionizada contendo EDTA 2 mmol/L;

- apds esta lavagem, a amostra foi triturada com tampio citrato-fosfato (0,1 mol/L,
pH 6.0, EDTA 2 mmol/L), na proporgdo 1,5 mL por grama de abdbora;

- posteriormente, o homogenato obtido foi filtrado em gaze, o filtrado foi centrifugado
a 13000 x g por 5 minutos, com a finalidade de remover os residuos celulares. O filtrado foi
estocado em vidro &mbar a - 20 °C para posterior utilizacio (Porto, 1998).

4.5, Materiais
4.5.1. Proteinas
4.5.1.1. Citocromo b5

O citocromo b3 foi produzido por fermentagiio de uma amostra recombinante de

Escherichia coli (TB1) contendo o gene que codifica para esta proteina no plasmideo pUC
13 (von Bodman et al, 1986).

4.5.1.2. Ascorbate oxidase

A ascorbato oxidase (ascorbic oxidoreductase, E.C.1.10.3.3) foi extraida da Curcubita

maxima, conhecida, regionalmente, como abdbora.
4.5.1.3. Albumina de Soro Bovino

A albumina de soro bovino (BSA) foi fornecida pela Sigma. Usou-se BSA nas
calibraces do espectrofotdmetro com o método de Lowry modificado.



Capitulo 4 - Materiais e Métodos 95

4.5.2. Outros Reagentes
4.5.2.1. Polimeros

Os polimeros usados para a formacgiio dos sistemas de duas fases aquosas séo :
Polietilenoglicol (PEG) 400, 1000, 3350 e 8000, fornecidos pela Sigma e utilizados sem
qualquer purificagdo parcial. O PEG 1500, também utilizado, € fornecido pela Synth. O PEG
1500 também foi utilizado sem qualquer purificacdo parcial. Todos os polimeros tinham

grau de pureza comercial.
4.5.2.2. Sais

Para a formagio dos sistemas de duas fases aquosas, os sais usados sdo :
hidrogenofosfato e di-hidrogenofosfato de potassio, também conhecidos como fosfato de
potassio mono e bibasico, respectivamente, de grau analitico, fornecidos pela Ecibra e

Synth, respectivamente.
4.5.2.3. Produciio de Citocromo b5
» Meio de Lurian-Bertani fornecido pela Sigma,
« Agar fornecido pela Difco,
» Ampicilina fornecida pela Boehringer Mannheim.
4.5.2.4. Extraciio de Ascorbato oxidase
« Citrato de sddio fornecido pela Reagen (grau analitico),
+ Fosfato de sddio bibdsico fornecido pela Cica-Kanto (grau analitico),
» EDTA (4cido etilenodiaminoacético) fornecido pela Vetec (grau analitico).
4.5.2.5. Determinacio de Proteinas - Método de Lowry Modificado

» Hidroxido de sodio fornecido pela Synth (grau analitico),
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» Carbonato de sédio fornecido pela Ecibra (grau analitico),

« Tartarato duplo de s6dio e potdssio fornecido pela Ecibra (grau analitico),
« Sulfato de cobre fornecido pela Ecibra (grau analitico),

= Reagente de Folin-Ciocalteau fornecido pela Dindmica (grau comercial).
4.5.2.6. Determinacio da Atividade da Ascorbato oxidase

« Acido ascérbico é fornecido pela Vetec (grau analitico),

 Di-hidrogenofosfato de sédio (fosfato de sodio bibdsico) ¢ fornecido pela Synth
(grau analitico),

» Citrato de sédio € fornecido pela Reagen (grau analitico).
4.6. Calculos
4,6.1. Determinaciio da Fracfio de Reten¢io da Fase Dispersa

Nos experimentos de extragfo em continuo, como descrito no item 3.4.1 do Capitulo
3, em condi¢des operacionais pré-estabelecidas, foi determinada a fracdo de retengéio da fase
dispersa (fase rica em PEQG) pelo método das interrupgdes simultineas (método do
estancamento). Com esta técnica, obteve-se a fragfo de retenciio da fase dispersa média, que
foi calculada usando-se a equagéo 2.9:

¢ = Volume da fase dispersa / Volume total contido na coluna (2.9)

4.6.2. Determinacgfio do Coeficiente de Particio das Proteinas (K)

A distribuico de proteinas entre as fases de um sistema de duas fases aquosas é
caracterizada pelo coeficiente de partigic, que € calculado usando-se a equagio 2.22:

K=C:/Cs (2.22)
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Onde : C; e G, sfo as concentragdes de proteina nas fases do topo (fase leve) e do
fundo (fase pesada), respectivamente.

Para o caso de enzimas, como a ascorbato oxidase, o coeficiente de particio é

expresso em termos da atividade enzimatica nas fases do topo e do fundo.
4.6.3. Determinagfio do Coeficiente de Transferéncia de Massa (kaa)

O coeficiente de transferéncia de massa ¢ determinado em termos da concentracgfio de

soluto nas fases dispersa e continua, de acordo com a equag@o 2.6:

-KC,.
K, o= -(g—ln -—-—-~————-—-~—C“‘“ fe (2.0)
‘ Csai - KCﬂ:

Onde: ksa, Q, V, C., Cai € K representam respectivamente, o coeficiente de
transferéncia de massa, a vazio da fase dispersa, o volume da fase continua que permanece
na micro-coluna, a concentragio de proteina na corrente de entrada da fase dispersa, a
concentragdo de proteina na corrente de saida da fase dispersa e o coeficiente de parti¢io da
proteina. O valor utilizado para Cg, foi o valor médio entre a concentragdo final da fase
continua e ¢ valor inicial na mesma fase, isto €, o valor de Ci é a metade do valor da
concentragio de proteina determinada na fase continua, pois o valor inicial na fase continua

€ zero.
4.6.4. Determinagio do Fator de Purificagio (FP)

O fator de purificacdio ¢ definido como a razdo entre a atividade (U/mL) e a
concentragdo de proteina no produto final (apds a purificagfo), dividido pela mesma razfio

determinada para o extrato impuro, como ¢ mostrado a seguir:

Atividade enzimatica _ i
concentragiode proteina total

lpés a separagiofextragdo

FP - . - + PR
Alividade enzimatica . )
concentragiode proteina total

]uemxl:zzm anites <k extragio/amosira de alimentagiio



98 Capitulo 4 - Materiais e Métodos

A atividade enzimatica ou a concentragio da proteina de interesse e a concentragdo de
proteina total, apds a purificagio, referem-se a uma das duas fases. Nos casos estudados
neste trabalho, foram relativas & fase rica em sal, porque esta foi a fase usada como solvente

e na qual a proteina de interesse concentrou-se.

Para os ensaios com o citocromo b5, o calculo do fator de purificacdo € realizado de

acordo com a seguinte expressio:

Concentragiio de citocromo b5 )
' concentragiode proteina total

aps a sepaeaciiofextrgic

P = -
F ( Concentragio de citocromo b5

concentragiode proteina total )

no extrato antes da exteagiifarnostra e alimentagio

4.6.5. Cilculo da Eficiéncia de Extragio e do Indice de Recuperagio do Soluto

A eficiéncia de extragio ¢ obtida pela seguinte equagdo 2.8:

Er=—d : (2.8)

Onde: yr € a fragdo molar de soluto na alimentagio, y. € a fragio molar de soluto na
fase refinado, y.* ¢ a fragio molar de soluto na fase refinado obtida no experimento em

descontinuo, onde o sistema atinge o equilibrio.

Nos calculos realizados, usou-se a concentragdo (massa/volume) ao invés da fracio
molar. Assim, a equagdo usada foi:

E*=(C;- C) /(Ce- C%) (2.82)

Onde: Cr € a concentragdo de soluto na alimentagdo, C, € a concentragdo de soluto na
fase refinado, C.* € a concentragdo de soluto na fase refinado obtida no experimento em

descontinuo, onde o sistema atinge o equilibrio.
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Esta definigdo de eficiéncia de separagdio avalia 0 quanto o sistema se aproxima do
equilibrio, que supde-se seja atingido nos experimentos em descontinuo. Portanto, ¢ uma

comparagdo entre a extracfio em continuo e em descontinuo.

Também é calculado o “Indice de Recuperagg@io do Soluto” ou seja, a percentagem de

extrac8o de proteina, de acordo com a equacgdo 2.7:

C’f —Cr

Je = Q.7

Cy¢

Onde: ¢ € a fracdo massica de soluto na alimentacgfio e ¢, é a fragio massica de soluto
na fase refinado.

Nos célculos realizados, usou-se a concentragdo (massa/volume) ao invés da fragéo

massica. Assim, a equagfio usada foi:

I =(C:-C) /1 Ce 272

Onde: Ci € a concentragdo de soluto na alimentagdo, C; € a concentragdo de soluto na

fase refinado.
4.6.6. Massa Especifica e Viscosidade dos Sistemas PEG/Sal

No Anexo 2, encontram-se 0s dados relativos aos sistemas PEG/fosfatos usados neste
trabatho. Os valores dessas propriedades foram obtidos da literatura. As medidas ndo foram

realizadas devido a indisponibilidade dos equipamentos necessarios.
Os procedimentos para a realizagdo dessas medidas sdo apresentados a seguir.

A determinacio da massa especifica para as fases rica em PEG e rica em sal para os
diversos sistemas PEG / Sais estudados pode ser realizada em um densitdmetro PAAR
DMA 6000. A agua e o ar sfo utilizados como fluidos de calibragfo, de acordo com o
procedimento indicado pelo fabricante. As determinn¢des de massa especifica séo efetuadas
com controle de tenperatura. Os valores encontrados a partir da literatura foram obtidos a

25 °C.
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A viscosidade das fases rica em PEG e rica em sal pode ser determinada com um
viscosimetro capilar Tipo Ubbelohde (CANNON INSTRUMENT CO), tamanho 1C cuja
constante a 25 °C ¢ de 0,02794 mm?/s’ (cSt/s). Para obter a viscosidade cinemética em
mm?/s’ (cSt/s) multiplica-se o tempo de efluxo em segundos pela constante do viscosimetro.
Para obter a viscosidade em mPa.s, multiplica-se a viscosidade cinemética pela massa

especifica em g/mL.
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5.1. Introdugio

Nos Capitulos anteriores, foram abordados a teoria envolvida no processo estudado,
os materiais ¢ métodos usados no trabalho, além de serem apresentados o equipamento

desenvolvido e os cdleulos realizados.

No Capitulo 2, foram apresentados exemplos do uso de sistemas de duas fases
aquosas em processsos de extragdo em colunas que operam em continuo. Estes processos
sd0, na maioria dos casos, economicamente mais interessantes do que os que operam em

descontinuo,

Neste Capitulo, sdo apresentados os resultados obtidos experimentalmente € as
tendéncias observadas no comportamento do sistema. Dividiu-se este Capitulo em duas
partes: a analise da extragfio em descontinuo (particdo de proteinas) e a andlise da extraco
liquido-liquido em continuo na micro-coluna de campénulas pulsantes, a qual é subdividida
em estudos da hidrodinimica e da transferéncia de massa. Neste trabalho, avalia-se a
influéncia de diferentes variaveis operacionais e de composi¢do das fases no comportamento
do sistema e no desempenho do equipamento estudado. Sistemas PEG-Fosfatos de Potéssio
foram utilizados, sendo que a fase pesada (fase rica em sal) era a fase continua e a fase leve
(fase rica em PEG) era a fase dispersa.

No estudo da extragfio em descontinuo, avaliou-se o coeficiente de partico ¢ o fator

de purificagdo.

No estudo da extragdo continua, quanto & hidrodindmica, avaliou-se a fragdio de
retencdo da fase dispersa, a velocidade caracteristica e a inundag8o. Quanto 4 transferéncia -
de massa, avaliou-se o Indice de Recuperagiio do Soluto {percentagem de proteina extraida),
Eficiéncia de Separacio ¢ Coeficiente de Transferéncia de Massa.. A transferéncia de
citocromo b5 e de ascorbato oxidase da fase dispersa para a fase continua foi estudada,
analisando o efeito da fregiiéncia de pulsagio e da vaz8o total das fases nos resultados
experimentais. Estes pardmetros constituem fatores determinantes para a transferéncia da
proteina e desempenho do equipamento. As proteinas foram extraidas a partir de seus

extratos brutos.



104 Capitulo 5 - Resultados e Discussfio

Todas as equagdes envolvidas nestas andlises ja4 foram apresentadas nos Capitulos

anteriores.

A metodologia do planejamento experimental (Barros Neto et al, 1996) foi aplicada a
fim de verificar-se a influéncia de cada varidvel e da interagSio entre as varidveis no

comportamento do sistema.
5.2. Extracio em Descontinuo (Particio de Proteinas)

A extragdo descontinua foi estudada a fim de encontrar as condigGes relativas ao
sistema de duas fases aquosas, que levassem & obtengSio dos melhores resultados de
extragfio. As condi¢des analisadas foram: comprimento da linha de amarragdo (concentraggio
de PEG e sais - fosfatos de potassio) e massa molecular do polimero usado (PEG). A melhor
condicdo de extracfio € aplicada na extracio de proteinas em continuo, na micro-coluna de
campénulas pulsantes. Além disso, foram obtidos dados da extragdo em descontinuo, onde o
equilibrio entre as fases foi atingido, visando uma posterior comparagio com os resultados

da extracdo em continuo.

A proteina citocromo b5 e a enzima ascorbato oxidase foram selecionadas como
proteinas de estudo, devido & disponibilidade dos extratos impuros destas protefnas e a
diferenca entre as suas massas moleculares, j4 que a avaliagdo das condicBes de extragdo ¢
do desempenho da micro-coluna de campénulas pulsantes com proteinas de massas
moleculares distintas era um dos objetivos do trabalho. Citocromo b5 ¢ uma proteina
pequena de massa molecular 13600 Da e a ascorbato oxidase ¢ uma enzima maior, de massa
molecular 150000 Da.

Os experimentos foram realizados em duplicata, na maioria dos casos.
5.2.1. Extrac¢io de Citocromo bS

Foram realizados estudos da extracdo de citocromo b5 em descontinuo, visando
encontrar as condi¢des nas quais uma maior extracio de citocromo b3 em uma das fases seja
alcancada. Isto €, as condi¢Bes nas quais os maiores ou menores coeficientes de partigdo

sejam obtidos. Adicionalmente, tem-se como objetivo a obtengdio de dados de extragdio em
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descontinuo, onde supde-se que 0 equilibrio tenha sido atingido, para a comparacio entre os

processos de extragdo liquido-liquido em continuo e descontinuo.

Neste estudo foram avaliadas a influéneia do comprimento da linha de amarracgio
(concentracdo de PEG e Sal - Fosfatos de Potassio) e da massa molecular do PEG. Na
tabela 4.2 do Capitulo 4, encontram-se os valores das varidveis usadas neste trabalho.

Nos ensaios com o citocromo b3, usou-se o pH 7,3, que de acordo com Sarmento et
al (1994), mostrou-se um dos mais adequados aos processos de extrago desta proteina. Em

pH 7.3, o citocromo b5 (pl = 4,4) estd com uma relativa alta carga negativa.

Nos primeiros ensaios, estudou-se a transferéneia de citocromo bS5 a partir de seu
extrato impuro, sem avaliar a transferéncia de proteina total. Ha uma grande quantidade de
outros compostos e outras proteinas presentes no extrato impuro, além da proteina de

interesse.

QOutro fator que motivou a escolha de citocromo b5 foi como proteina de estudo, foi a

simplicidade de sua analise quantitativa.

Nesta etapa do trabalho, apenas o comportamento da partigéo de citocromo b5 entre
as fases ¢ avaliado. Assim, o coeficiente de particdo (K), calculado através da equagho 2.22,
¢ a Unica grandeza analisada.

Para uma melhor visualizacio do comportamento da particio do citocromo b5 do
sistema, optou-se pelo uso de log K na Figura 5.1. Os valores de log K negativos indicam a
tendéncia de concentragfo da proteina de interesse na fase inferior (rica em sal) e os valores
de log K positivos indicam a tendéncia de concentracio da proteina de interesse na fase

superior (rica em PEG).

Se a proteina tem parti¢io preferencial para a fase rica em PEG, isto deve-se
provavelmente a fortes interagSes hidrofobicas entre a proteina e os grupos etilenos do PEG
(Porto, 1998). Nos casos em que ha uma tendéncia da particfo preferencial da proteina para
a fase rica em sal, assume-se que isto ocorre devido & natureza hidrofilica da proteina,

sugerindo que esta possui relativamente mais grupos polares, os quais interagem com o sal.
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Deve ser ressaltado que com o PEG 400, ao misturar o extrato protéico ao sisterna de
duas fases aquosas, ndo foi observada a formacio de duas fases, com a linha de amarracéo
1, que é a mais curta (PEG/Sal - 16,7/14,8). Neste caso, houve o aparecimento de uma
Unica fase homogénea. Os sistemas formados com PEG 400, que foram estudados,
formavam duas fases aquosas antes do extrato protéico ser adicionado ao sistema. Contudo,
deixavam de formar duas fases, gerando uma tnica fase homogénea, apés a introducdo do
extrato protéico no sistema, principalmente com a linha de amarracfio 1, que era a mais

curta.
5.2.1.1. Influéncia da Massa Molecular do PEG no Coeficiente de Particio

A partigdo do citocromo b5 em sistemas de duas fases aquosas formados por PEG-
Sais de fosfatos foi estudada através da adigco de 500 pL de extrato bruto da proteina, nos

diferentes sistemas. O procedimento experimental adotado é descrito em mais detalhes no
Capitulo 4.

Observa-se na figura 5.1 que ocorre uma diminui¢do do coeficiente de particio com o
aumento da massa molecular do PEG. Com o PEG 400, o citocromo b5 concentra-se
principalmente na fase superior (rica em PEG). Com PEG de massas moleculares maiores, o

citocromo b3 concentra-se principalmente na fase rica em sal.

A diminuicdo do coeficiente de particio do citocromo b5 com o aumento da massa

molecular do PEG nos sistemas PEG-fosfatos tem sido descrita por varios autores.

A influéncia da massa molecular do polimero pode ser atribuida ao major niimero de
grupos hidrofilicos terminais nas cadeias de PEG mais curtas, o que reduz a hidrofobicidade
global e aos efeitos de volume excluido, que aumentam com o aumento da massa molecular
do polimero (Sarmento et al, 1994; Huddleston et al, 1991).

Isto justifica os altos coeficientes de particdo observados em sistemas formados com o
PEG de massa molecular 400. Neste caso, sendo a fase rica em PEG menos hidrofobica, o

citocromo b3, que € uma proteina hidrofilica, torna-se mais soliivel nesta fase.
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O PEG € um polimero composto por grupos -CH,-CH,- higados entre si por uma
ligagdo éter (Porto, 1998) e que possui um grupo hidroxila (-OH) ligado a cada um dos
grupos -CH;-CH;- terminais. Assim, € esperado que a sua hidrofobicidade diminua com a
diminui¢do da massa molecular, uma vez que aumenta a representagdo dos grupos

hidrofilicos termunais (Kula, 1985).

B Linha de Amarracfio 0
L3>+ B 1inha de Amarracio 1
1+ [1Linha de Amarragdo 2
O Linha de Amarraggo 3
v 05+
28
= 0
05+
1+
154 i
400 1060 3350 8000
Massa Molecular do PEG

Figura 5.1 - Comportamento da partigdo de citocromo b5 em sisteras de duas fases aquosas

PEG-Fosfatos de potassio, em pH 7.3, na extra¢do em descontinuo.

Segundo Eiteman e Gainer (1989), Ogston e Phelps (1960) observaram que a presenga
de polimeros em solugfio cria “cavidades”, nas quais as moléculas de soluto podem se ajustar
ou alojar. De acordo com estas observagdes, pode-se considerar que em sistemas de duas
fases aquosas, a particio de um soluto pode estar relacionada ao volume de *“cavidades”
produzidas pela presenca do polimero. Se a massa especifica de uma solucfio formada por

uma solucdo de referéncia acrescida de PEG, por exemplo, é menor do que a da solugfio de
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referéncia, as moléculas de agua estdo mais “livres” e a quantidade de “volume livre”
aumenta. Por outro lado, se a massa especifica for maior, as moléculas na solucfio estdo
mais “empacotadas”, implicando na diminui¢do do volume livre. Como as fases dos sistemas
de duas fases aquosas sfo compostas predominantemente por dgua, a diferenca de volume
livre pode ser uma indicagio do nimero relativo de “cavidades” entre as fases. Se o
coeficiente de particdo estd relacionado ao numero dessas “cavidades™, entdo quanto maior

for a diferenca de volume livre, maior deveria ser o coeficiente de partigio.

A solubilidade das proteinas em solugdes de PEG tem sido interpretada por vérios
autores em termos dos efeitos do volume exciuido do polimero (Polson et al, 1964; Atha et
al, 1981). Segundo esta teoria, as proteinas sdo excluidas estericamente de regides do
solvente ocupadas pelo polimero, sendo que as solubilidades sdo proporcionais ao volume
de solvente disponivel (solvente sem PEQG). Portanto, quanto maior for o volume excluido
do PEG, menor ¢ o volume de solvente disponivel, ¢ que significa wma diminui¢do da
solubilidade das proteinas na fase rica em polimero e conseqiientemente, uma diminui¢@o do

coeficiente de particio (Porto, 1998).

Isto justifica a diminui¢do do coeficiente de particdo com o aumento da massa

molecular do polimero.

A influéncia da massa molecular do polimero estd relacionada também & massa
molecular da proteina. Foi observado que a partigiio de aminodcidos ou proteinas de baixa
massa molecular nfio € muito afetada por variagSes da massa molecular dos polimeros.
Contudo, com proteinas de maior massa molecular, a particio é mais influenciada pela

variacfio da massa molecular dos polimeros formadores das fases (Albertsson, 1986).

Os efeitos decorrentes de variagGes da massa molecular do PEG na particio de
proteinas podem ser usados para andlise da separagio de misturas de biomoléculas com

diferentes massas moleculares.
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5.2.1.2. Influéncia do Comprimento da Linha de Amarracio no Coeficiente de

Particio

Pode ser verificado na figura 5.1, que o coeficiente de particio aumenta com o
aumento do comprimento da linha de amarragio. O aumento do comprimento da linha de
amarracdo ocorre com o aumento das concentragles de PEG e de sal do sistema de duas
fases aquosas. O aumento do coeficiente de particio mostra uma tendéncia do citocromo b3
transferir-se da fase rica em sal para a fase rica em PEG. O coeficiente de particéio € o
quociente entre a concentragdo de proteina na fase do topo (rica em PEG) e a concentragéo
de proteina na fase do fundo (rica em sal).

O aumento do coeficiente de particBo com o aumento do comprimento da linha de

amarracio pode ser atribuido, principalmente, ao efeito de “salting out™.

Sarmento et al (1994) também observaram o aumento do coeficiente de particdo com
o aumento do comprimento da linha de amarragfo, na parti¢do de citocromo b3 em sistemas

de duas fases aquosas formados por PEG-sal (fosfatos de potéssio).

A elevagdic do coeficiente de particio com o aumento no comprimento da linha de
amarragdo pode ser atribuido a mudangas na composigéo relativa das fases. Um aumento no
comprimento da linha de amarragio promove um crescimento na concentragéo de fosfato na
fase inferior enquanto que na fase superior, ela permanece relativamente constante e igual a
sua solubilidade limite no PEG. Isso provoca o “salting out” de proteinas da fase rica em sal
(fosfato de potassio) para a fase rica em PEG, mediada pelos efeitos de volume excluido do
PEG. No limite, as proteinas precipitam (Sarmento et al, 1994). E devido a esses efeitos que

muitas vezes as proteinas precipitam na interface entre as fases.

Segundo Belval et al (1998), em uma regifio, préxima ao ponto critico, o sistema se
comporta de acordo com as leis de partigio classicas. Em comprimentos da linha de
amarrag8o maiores (maiores concentracSes de PEG e sal), a partigfio € dominada por fortes
forgas de “salting out”, devido as altas concenttagGes de sal em ambas as fases e por forgas

de exclusdo por volume, devido as altas concentrégﬁes‘ de PEG, além da dependéncia em
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relacfio a razdo entre os volumes das fases. Em regifes mais afastadas do ponto critico,

observa-se a ocorréncia de um aumento da precipitacdo e da agregaciio na interface,

Em sistemas PEG-sal, ocorrem significativas mudangas no comportamento da particdo

com 0 aumento no comprimento da linha de amarraggo.

Segundo Sebastifio et al (1994), mudangas no volume livre estdio correlacionadas com
mudangas no coeficiente de partigdo de protefnas em sistemas de duas fases aquosas PEG-
sal. O volume livre, que é simplesmente a diferenca entre o volume especifico da fase e 0 da
dgua pura, representa a reducio na quantidade de dgua disponivel para a dissolugio das
moléculas.

Na formacfio das duas fases aquosas quando solutos sfo adicionados a baixas
concentragdes (abaixo do ponto critico), mudangas no volume livre das misturas PEG-
fosfato aproximam-se da soma das mudancas no volume livre dos componentes individuais.
Em uma concentrago caracteristica, a separagdo das fases ocorre quando o fosfato alcanga
seu limite de solubilidade em PEG. A concentragdes maiores (acima do ponto critico),
mudancas no volume livre permanecem relativamente constantes na fase rica em PEG.
Contudo, na fase rica em sal, o volume livre diminui rapidamente em resposta ao aumento
da concentracfic dos componentes formadores das fases. As contribui¢des de PEG e fosfato
as mudancas do volume livre indicam que a concentracio total de fosfato aumenta na fase
rica em sal, com o aumento do comprimento da limha de amarracfo, mas permanece

relativamente constante na fase rica em PEG.

Verifica-se entdo, que o aumento do comprimento da linha de amarragio promove o
aumento da concentracdo de sal (fosfato de potdssio) na fase inferior, o que causa um
aumento do “salting out” das proteinas quando seus limites de solubilidade sfio alcancados.
Com isso, hd um aumento na particio da proteina para a fase rica em PEG. Esta particfo
esta sujeita aos efeitos de volume excluido de PEG e aos seus limites de solubilidade naquela
fase. No limite, as proteinas precipitam.

Este comportamento foi verificado nos resultados experimentais obtidos neste
trabatho.
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Qutro fator importante na particiio € a carga da protefna, que esta relacionada ao pH
da solucdo. Abaixo do pl, a proteina estd carregada positivamente ¢ acima do pl, ela estd
carregada negativamente. Devido 4 presenca de sais no sistema, as interacSes eletrostaticas

também s3o importantes para a particdo das proteinas entre as fases.

Neste trabalho, nfio foi analisada a influéneia do pH na particBo porque foram
encontradas na literatura referéncias que indicam os meihores pHs para o trabalho com as
proteinas de estudo. Além de favorecer a particéio, o pH deve manter as moléculas estiveis e

conservar as propriedades das proteinas e a atividade enzimatica.

5.2.1.3. Escolha do Sistema para a Extragiio Continza na Micro-Coluna de

Campinulas Pulsantes

Sarmento et al (1994) realizaram um estudo da partigdio de citocromo b5 em sistemas
PEG-sais de fosfatos, com diferentes massas moleculares de PEG, diferentes comprimentos
da linha de amarragfio e pH. Contudo, a pesquisa foi realizada com citocromo bS purificado.
Assim, optou-se por estudar a particio de citocromo b5 a partir do extrato bruto, a fim de
verificar se as impurezas presentes no extrato afetavam o coeficiente de particio

significativamente.

Sarmento et al (1994), encontraram resultados similares aos obtidos neste trabalho.
Em alguns casos, houve uma variacéio entre os valores do coeficiente de particio dos dois

estudos. Em geral, os valores foram semelhantes.

A temperatura durante os experimentos foi mantida aproximadamente constante, em
(24 + 3) °C. Sabe-se que variagOes significativas de temperatura também influenciam a

particio em sistemas de duas fases aquosas.

De acordo com os ensaios de extracio em descontinuo, verificou-se que muitas vezes
ao acrescentar o extrato protéico ao sistema composto com PEG 400, este nio mais
formava duas fases, gerando uma Unica fase homogénea. Este comportamento também foi
verificado por Sarmento et al (1994).
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Os sistemas formados com PEG 1000 sZo mais versateis, podendo-se com pequenas
altera¢Bes na composigdo das fases, manipular a particio de citocromo b5 para a fase rica
em sal ou para a fase rica em PEG. Esta versatilidade torna-os atrativos para a separagéo ¢

purificagdo de citocromo b5, a partir de um extrato impuro (Sarmento et al, 1994).

Além disso, o PEG 1000 é economicamente vidvel, suas propriedades fisicas, como a
massa especifica e a viscosidade, ndo oferecem problemas a4 sua aplicacdo em processos

extrativos continuos.

O PEG 3350 e PEG 8000 sio mais caros e possuem majores viscosidades,
principalmente o PEG 8000. Segundo Porto (1998), a recuperagdo em atividade ¢ em
proteina total muitas vezes foi reduzida em sistemas com PEG de massas moleculares mais
altas.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho e da andlise da literatura,
optou-se pela escolha do sistema formado por PEG 1000-Fosfatos de potissio e da linha de
amarracio 2, PEG/Sal - 17,7/15,7 (% p/p), pH 7,3. Escolheu-se a linha de amarragéo 2,
devido ao menor valor do coeficiente de particdo (KX = 0,595) quando comparado aos
demais coeficientes de particio obtidos com os outros sistemas formados por PEG 1000.
Isso mostra a tendéncia de uma maior quantidade de citocromo b5 concentrar-se na fase rica
em sal. Qutro fator importante, é a relagfio entre os volumes das fases ricas em PEG e em
sal. Selecionou-se o PEG 1000 devido a fatores econdmicos, as propriedades fisicas destes
sisternas, a relagdo entre os volurnes das fases (aproximadamente 1), ao coeficiente de
particio obtido e & versatilidade desses sistemas, que foi demonstrada no trabalho de
Sarmento et al (1994).

Com o uso de sistemas de duas fases aquosas, foi possivel recuperar o citocromo b3,

além de remover fragmentos celulares, os quais precipitaram na interface.

Sarmento et al (1994) consideraram o sistema PEG 1000-Fosfatos de Potassio, pH 7,3
nas concentracdes 18% e 16% (p/p) respectivamente, como sendo o sistema mais adequado
para a extracio de citocromo b5. Este resultado ¢ semefhante ao resultado obtido no
presente trabalho.
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Assim, o sistema usado para a extracio continua de citocromo b3 foi PEG 1000-
Fosfatos de potassio e linha de amarrago 2 - 17,7% de PEG e 15,7% de fosfatos de

potassio, com pH 7,3.

5.2.1.4. Estudo da Particio em Sistemas de Duas Fases Aquosas usando PEG
1560

No estudo da particdo de citocromo b3 realizado anteriormente, foram analisadas a
influéncia da massa molecular do PEG e do comprimento da linha amarracdo na particio de
citocromo b3, a partir de seu extrato impuro. Avaliou-se apenas a relagdo entre a

concentragdo de citocromo b5 nas fases ricas em PEG e em sal.

Neste item, avalia-se o comportamento da particdo de citocromo b5 a partir de seu
extrato impuro, de maneira mais completa. Foram analisados o fator de purificagdo, que
mede a guantidade de outros componentes do extrato bruto que foram extraidos junto com
a proteina de estudo e a recuperago total de citocromo b5 e de proteina total obtidas no

processo de extracio.

Com o PEG 1000, realizou-se a escolha das melhores condi¢les de operagfo da

micro-coluna e com o PEG 1500, testou-se essas melhores condigdes de operagio.

Optou-se pelo uso de PEG 1500, por ser um polimero disponivel no mercado
nacional, ser de ficil aquisi¢Bo e economicamente mais acessivel. Além disso, PEG 1500 foi
o polimero de fabricag8o nacional, de caracteristicas mais préximas ao PEG 1000, que foi o
polimero anteriormente escolhido como mais adequado para a extracfio continua de
citocromo b3, A particio de citocromo b5 usando sistemas formados com PEG 1500 difere
pouco da obtida com PEG 1000.

Avaliou-se o comportamento da particdo em PEG 1500, variando-se o comprimento
da linha de amarrag@o. Usou-se as trés linhas de amarracfo estudadas na particdo em
sistemas com PEG 1000.

O fator de purificacdo foi calculado de acordo com a equagfio apresentada no item
4.6.4 do Capitulo 4.
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O comportamento da particdo de citocromo b3 em sistemas formados com PEG 1500
pode ser visto na figura 5.2. Os experimentos foram realizados em duplicata, na maioria dos
casos. Observa-se que ha um aumento do coeficiente de partigio com o aumento da linha de
amarra¢do, como ja era esperado. O aumento do coeficiente de particdo observado entre as

linhas de amarragdo 2 e 3 € pequeno.

Este comportamento ¢ justificado pelo efeito de “salting out™ que ocorre na fase rica

em sal, como ja foi comentado anteriormente.

05+
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1 2 3
Linha de Amarrac@o

Figura 5.2 - Comportamento do coeficiente de particdo de citocromo b3 com a
variag@io da linha de amarracfo do sistema PEG 1500-Fosfatos de potdssio, pH 7.3, na

extracdo em descontinuo.

O comportamento do fator de purificacdio pode ser visto na figura 5.3. Observou-se

uma diminuicfo do fator de purificac8io (FP) com o aumento da linha de amarragdo.

Na tabela 5.1, encontram-se os valores do Fator de Purificacfio (FP) e da Percentagem
de Recuperac@io de citocromo b3 e de protefna total no sistema. Verifica-se que a

Percentagem de Recuperagio de proteina total aumenta e que a Percentagem de
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Recuperagdo de citocromo bS5 dminui com o aumento do comprimento da linha de

amarracdo, porém esta diminuicfio ¢ pequena.

Com isso, pode-se concluir que com o menor comprimento da linha de amarraco,
ocorre a obtengfo de um maior grau de pureza do citocromo b5 extraido, j& que um alto
valor do Fator de Purificacfio na fase rica em sal, que € a fase na qual o citocrome b3
preferencialmente se concentra, foi obtido. Além disso, uma menor quantidade de proteina

total e uma maior quantidade de citocromo b3 foram recuperadas com esta linha de

amarragio.
12 e - S . - S bt et e e S
-
fu 10 +
Ly
S
=
G~ 8+
=
=
.: 6 £
=
e
Cal
St
2
= 4T
0 ¥ } +

1 2 3

Linha de Amarracio

Figura 5.3- Influéncia do comprimento da linha de amarragfo no Fator de Purificagio
para a extracdo descontinua de citocromo b5 com sistema PEG 1500-Fosfato de potassio,

em pH 7,3.

Assim, pode-se considerar que a melhor condicfio de extracfio encontrada nesta série
de experimentos foi encontrada com a linha amarracdo 1, ou seja 16,2% de PEG 1500 e

14,3% de Fosfatos de potassio (% p/p). Nesta condigdo, obteve-se um coeficiente de
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particio de 0,4; um Fator de Purificagfio de 11,2 e uma Percentagem de Recuperagiio global
de citocromo b5 de 58,8%.

Esta condig#o fo1 escolhida para ser usada na micro-coluna de campénulas pulsantes, a
fim de verificar o comportamento da extragio continua com este sistema, nas melhores
condicSes de operagdo da micro-coluna. Estas condi¢Ses de operagfio foram obtidas com o

sistema escolhido na etapa anterior do trabalho (sistema formado per PEG 1000/Fosfatos de

Potassio).

Tabela 5.1 - Recuperagio de citocromo b5 e proteina total em sistemas PEG 1500 -

Fosfatos de potdssio, na extragio em descontinuo.

Linha de Fator de Purificagio Recuperaciio global | Recuperagfio global
Amarragio (fase rica em sal) |de citocromo b5 (%) | de proteina total
{PEG/Sal - % p/p} {%o)
1-(16,2/14,3) 11,2 58,8 7,8
2-(317,7/15,7) 3,3 52,8 16,1
3 - {19,7/17,7) 1,5 51,7 344

5.2.2. Extracfio da Ascorbate oxidase

A andlise da extragio descontinua da ascorbato oxidase foi realizada com o PEG de
massa molecular 1500 ¢ com os comprimentos das linbas de amarragio usados no item
5.2.1.4 (linhas de amarracdo 1, 2 ¢ 3). O PEG 1500 foi escolhido pelos fatores ja
apresentados anteriormente, como: boa recuperacio de atividade de enzimas, polimero de
facil aquisicdo no mercado nacional, economicamente mais acessivel e propriedades fisicas
adequadas a operacfio de equipamentos em continuo. Assim, neste estudo foi analisado o
efeito do comprimento da linha de amarracdo, no pH 6timo da enzima, que é 6,0. O
coeficiente de particdo foi calculado em relacfio a atividade enzimatica da ascorbato oxidase

em cada uma das fases.

Porto (1998) verificou que os sistemas PEG 1000-Fosfatos foram os que
apresentarain melhores resultados em termos de recuperagfio da atividade das enzimas

ascorbato oxidase e protease. PEG 1500 é o polimero de fabricagBo nacional que mais se
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aproxima do PEG 1000, que é um polimero importado e de custo bem mais elevado. Este é
um dos fatores que justificam o estudo apenas da partic8o em sistemas formados com o
PEG 1500, nos experimentos realizados. Contudo, de acordo com os resultados
apresentados por Porto (1998), houve uma recuperagdo de atividade superior a 100%, o que
nfio foi verificado no presente trabalho. Possivelmente, esta menor recuperacdo de atividade
da ascorbato oxidase pode ter ocorrido devido a utilizagio de um polimero de maior massa

molecular (PEG 1500), como polimero formador das fases.

Na figura 5.4, observa-se o comportamento do coeficiente de particdo da ascorbato
oxidase em relagfio a variago do comprimento da linha de amarracdo. Através dos valores
do coeficiente de particdo, que foram menores que 1, exceto para a linha de amarragfio 3,
que ¢ a mais longa entre as estudadas, verificou-se uma tendéncia da ascorbato oxidase em
se concentrar na fase rica em sal. Este mesmo comportamento foi observado por Porto
(1998). Esta preferéncia pela fase rica em sal, pode ser explicado pela natureza hidrofilica da
enzima, sugerindo que esta possui relativamente mais grupos polares que interagem com o
sal (Porto, 1998).

Observa-se também que ocorreu um aumento do coeficiente de particio da enzima
com o aumento do comprimento da linha de amarracio (aumento das concentragdes de PEG
¢ sal no sistema). Como comentado anteriormente para a partigio do citocromo b3, este
comportamento pode ser explicado pelos efeitos de “salting out™ da fase rica em sal, que
forcam a particio da enzima em diregfo & fase rica em PEG. Assim, ocorreu um aumento do
coeficiente de particio da ascorbato oxidase. Os efeitos de “salting out” tornam-se mais

fortes com o aumento da concentracdo de sal no sistema.

Segundo Schmidt et al (1996}, a solubilidade de proteinas na fase rica em PEG €
governada pelo efeito de exclusfio e pela interacio hidrofdbica entre a protefna e o grupo
etilenc do PEG. Proteinas hidrofobicas s#o altamente soliveis na fase rica em PEG. O PEG
tem natureza hidrofdbica e tende a interagir fortemente com as regifes apolares das

proteinas.

Na fase rica em sal, o efeito de “salting out” governa a solubilidade das protefnas. A

diminuic3o desta solubilidade na fase rica em sal, motivada pelo aumento na concentracfo
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de sal (fosfatos de potassio), induz 2 transferéncia de proteinas da fase rica em sal para a
fase rica em PEG, aumentando o coeficiente de partic8o. Apenas proteinas que possuem

grupos mais polares interagem com sais em altas concentragdes (Sarmento et al, 1994).
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Figura 5.4 - Influéncia do comprimento da linha de amarracio no coeficiente de
particBo da enzima ascorbato oxidase em sistemas PEG 1500-Fosfatos de potéssio, pH 6,0,

na extracio em descontinuo.

Segundo Porto (1998), houve uma diminuicio no rendimento em termos de
recuperacdo de atividade das enzimas com o aumento da massa molecular do polimero, a
partir do PEG 1000. Este comportamento foi descrito por Atha et al (1981), provavelmente

como conseqiléncia do volume excluido.

Verifica-se na figura 5.5 e na tabela 5.2, que o Fator de Purificaciio e a percentagem
de recuperagio de atividade da ascorbato oxidase e de proteina total diminufram com o

aumento do comprimento da linha de amarracio.
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Estes resultados estfo em concordéncia com os obtidos por Sebastido et al (1994), no
trabatho de extragic de cutinase em sistemas PEG-Fosfatos, onde o decréscimo do
rendimento em proteina total observado com o aumento do comprimento da linha de

amarracio resultou na diminui¢io da atividade total recuperada.
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Figura 5.5 - Influéncia do comprimento da linha de amarragdo no Fator de Purificaco
para a extragio descontinua da ascorbato oxidase com sistemas PEG 1300-Fosfato de

potdssio, em pH 6,0.

Nota-se na tabela 5.2, que a recuperacio de atividade da ascorbato oxidase com a
linha de amarracdo 1 foi muito maior do que para os demais comprimentos de linhas de

amarracio estudados.

Observa-se na figura 5.5 e na tabela 5.2, que o Fator de Purificagfio com a linha de
amarracdo 1 foi maior do que com os demais comprimentos de linhas de amarragdo

estudados.
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Verifica-se na tabela 5.2, que a percentagem de proteina total recuperada foi inferior &
percentagem de atividade enzimatica recuperada. Isso contribui positivamente para o Fator
de Purificacfio das enzimas, isto €, torna mais evidente a tendéncia de obter-se maiores

valores do Fator de Purificagfo.

Valores maximos do Fator de Purificagio, de aproximadamente 2,75, foram obtidos

com a linha de amarrago 1, que € a mais curta.

Tabela 5.2 - Recuperagio de ascorbato oxidase e proteina total em sistemas PEG 1500

- Fosfatos de potéssio.

Linha de Fator de Purificacdio | Recuperagiio global | Recuperacéio global
Amarracido {fase rica em sal) de ascorbato de proteina fotai
{PEG/Sal - %% p/p) oxidase (%) {%)
1-(16,2/14,3) 2,75 57,8 11,6
2 - (17,7115, 7} 1,25 29,4 12,8
3-{19,717,7) 1,05 24,0 9.8

Foi observada a formagfo de um precipitado alaranjado na interface entre as fases em
todos os ensaios realizados. Este precipitado era provavelmente formado por impurezas
insolaveis em ambas as fases e por proteinas que precipitaram na interface devido aos seus

limites de solubilidade em ambas as fases terem sido atingidos.

Os resultados obtidos neste trabalho diferiram dos obtidos por Porto (1998), em
relagfo ao Fator de Purificacfio e 4 percentagem de atividade recuperada. Segundo Porto
(1998), houve a recuperacdo de mais de 100% da atividade enzimatica e o Fator de
Purificacdo foi de 22,0; para a linha de amarracdo 3. Talvez este comportamento tenha
ocorrido devido a diferencga entre as massas moleculares dos polimeros, que formavam os
sistemas aquosos bifasicos usados nos experimentos. Os resultados de Porto (1998),
referem-se a sistemas formados com PEG 1000 e os do presente trabalho, com PEG 1500.

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 5.2.

Assim, analisando-se os resultados obtidos, o sistema formado por PEG 1500-
Fosfatos de potassio, pH 6,0 e a linha de amarracfio 1 (PEG/Sal - 16,2/14,3 - % p/p) foi
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considerado o mais adequado para a extracdio de ascorbato oxidase a partir de seu extrato
bruto. Este sistema foi aplicado na extracio Hquido-liquido continua de ascorbato oxidase na
micro-coluna de campénulas pulsantes.

Tendo em vista que a etapa de estudo da extracfo liquido-liquido em descontinuo
tinha como objetivo a sele¢fio do melhor sistema para a recuperagfo da atividade enzimadtica
da ascorbato oxidase e a purificagio desta enzima, para ser utilizado na extragiio continua,
atribuiu-se uma maior importéncia 3 percentagem de atividade enzimética recuperada e ao
fator de purificacio elevados, além de baixo coeficiente de particio (concentragfo da enzima

na fase rica em sal).
5.3. Extracio Continua na Micro-Coluna de Campéinulas Pulsantes

Em processos de extracdo continua, a fase liquida escolhida para ser a dispersa é,
geralmente, aquela que possui maior tensfio superficial e, na grande maioria dos casos,
também a que possui a menor massa especifica. Neste trabalho, a fase rica em PEG atuou
como a fase dispersa, escoando ascendentemente na coluna, em contracorrente com a fase

rica em sal (fase continua).

Neste trabalho, a transferéncia da energia de pulsagfo as fases lquidas ¢ realizada por

meio do movimento alternativo das campénulas no interior da micro-coluna.

A seguir, os resultados experimentais sio analisados. A andlise dos resultados foi
dividida em duas partes: hidrodindmica e transferéncia de massa.

53.3.1. Hidrodindmica

O estudo da hidrodindmica nesta micro-coluna de campénulas pulsantes € feito através
da andlise da fragfo de retencio da fase dispersa, da velocidade caracteristica do escoamento

¢ da inundagdo.
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5.3.1.1. Fracio de Retenciio da Fase Dispersa

Determinou-se a fracfo de retencfo da fase dispersa (¢) através da relacdo entre o
volume da fase dispersa retido na micro-coluna ¢ o volume total da micro-coluna, como é

mostrado a seguir;
¢ = volume da fase dispersa na coluna / volume total da coluna

A seguir, é apresentada uma analise da influéncia de variaveis operacionais e da
composicéo das fases na fraclio de retencéio da fase dispersa, através dos resultados obtidos
experimentalmente.

A fracfo de retengfio da fase dispersa est4 diretamente relacionada com a quantidade
de gotas existentes no interior da coluna, em uma dada condigido operacional. A formagdo
de gotas nio é um processo simples e esta relacionada as condigdes de agitagdo, isto é, a
freqii€ncia de pulsagfo imposta as fases no interior do equipamento (Souza, 1997). Além da
freqiiéncia de pulsacdio, a geometria do sistema de agitagdo e a forma de introduzir esta

agitacdo no sistema sdo importantes.

A influéncia de varidveis operacionais na fracfio de retencio da fase dispersa foi
avaliada em uma micro-coluna de campénulas pulsantes através da operagio em continuo
com sistemas de duas fases squosas, utilizando os seguintes valores de freqgiiéncia de
pulsagdio: 0,1; 0,14; 0,2; 0,33 e 1 pulso/segundo e os seguintes valores da vazdo total da
alimentacdo (V4 + Vo) 4,7 mL/min, 6,5 mL/min ¢ 10,9 mL/min, aproximadamente. Os
expermmentos foram realizados utilizando-se sistemas de PEG 1000-Sais de fosfatos, pH
7,3, nas concentragdes de 17,7 % e 15,7 % (p/p), respectivamente.

5.3.1.1.1. Influéncia da Freqgiiéncia de Pulsaciio

De acordo com a literatura, verificou-se uma tendéncia de aumento da fracfio de
retengdo da fase dispersa com o aumento da freqiiéncia de pulsagfo, ou seja, da agitagiio
imposta ao sistema. Este comportamento foi observado em trabathos realizados em colunas
de pratos ou fluxo puisados, além de outros tipos de colunas, tais como: coluna de discos
rotativos (RDC) e coluna de discos perfurados rotativos (PRDC).
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Teoricamente, a eficiéncia de separacio estd ligada & fragio de retengfo da fase
dispersa porque com o crescimento desta, o tempo de contato entre as fases aumenta e com

isso, a transferéncia de massa ¢ elevada.

A energia transferida ao liquido depende fortemente da amplitude e da freqiiéncia de
pulsacdio, cujo produto representa a velocidade de pulsagfio. Quanto maior for essa
velocidade, maior € a energia transferida ao sistema liquido. A absor¢fo dessa energia na
fragmentagdo de gotas ndo ¢ ilimitada e portanto, deve existir uma condigfio, além da qual, o
fornecimento desta energia torna-se indesejavel. Nestes casos, a fragio de retengio da fase
dispersa diminui com o aumento da agitagio imposta ao sistema. Esta condigfo, foi
verificada em vérios trabalhos, como por exemplo, Gois (1995), com colunas pulsadas e
Porto (1998), com coluna PRDC e sistema de duas fases aquosas.

A manifestac@io da agitaglio se reflete na formacdo de gotas da fase dispersa que
entram em contato com a fase continua. Sabe-se também que o mecanismo de geragio de
gotas depende, dentre outros fatores, da passagem do liquido através dos orificios dos
pratos, ou neste caso, dos orificios da rede que forma a campénula. O arraste da fase
dispersa pela fase continua pode ocorrer devido a4 diminuicdo excessiva do tamanho das
gotas da fase dispersa resultante de elevadas freqiiéncias de pulsacio ou pela elevada carga
liquida da coluna (vazio total das fases).

O tipo de pulsagio escolhida para a realizacio dos experimentos do presente trabatho
foi o senoidal, cuja expressdio matemética para o deslocamento do eixo pulsante, em funcdo

do tempo, pode ser escrita na seguinte forma:
Y () = (A/2) . sen(® . 1) (5.1

Onde, Y(t) ¢ a posicdo de um dado ponto do eixo pulsante em um tempo, t; A, a
amplitude de pulsagfo, j4 definida, “f’¢ a freqiiéncia de pulsacio ¢ ® é dada pela equagdo
5.2:

®=2nf (3.2
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A partir da equagfo 5.1, pode-se deduzir uma expressdo para a velocidade instantinea
de pulsaciio, derivando-se a equagiio 5.1 em relagio ao tempo. Assim, para uma dada
freqiiéncia de pulsagfio, obtém-se a seguinte equagéo:

Vo (1) = (0.A/2).cos (o.t) (5.3)
Substituindo-se a expresséio 5.2 na equacgio 5.3, obtém-se:

Vo (1) =(nfA).cos 2n f1) 5.4

Considerando que a velocidade de pulsagiio ¢ um dos fatores responséveis pela
transformagdo da fase dispersa em gotas, de acordo com a equago 5.4, verifica-se
claramente a influéncia da freqiiéncia de pulsagio sobre a fraglo de retencio da fase
dispersa.

A transferéncia da energia de pulsacio a massa liquida é realizada por meio do
movimento alternativo das campéanulas no interior da coluna. A manifestaciio da agitacédo se
reflete na formacfo de gotas da fase dispersa que sfo contactadas com as da fase continua.

A natureza do escoamento das fases através das campénulas € bastante complexa,
pois além de ser utilizado o fluxo em contracorrente, deve-se considerar 0 movimento das
campénulas em relagfio ao liquido. A combinacfo das forcas associadas ao movimento do
dispositivo de pulsagéio e ao escoamento das fases forgam a passagem do liquido através dos
orificios das campénulas. No momento em que os liquidos atravessam as campénulas, ocorre

uma intensa dispersdo na micro- coluna.

O aumento da energia de pulsagfio deve produzir wma dispersdo mais fina. Nestes
casos, além da quebra de gotas devido & turbuléncia na regifio préxima as campénulas ser
mais intensa, adiciona-se também o efeito causado na massa liquida no momento em que ela

atravessa os orificios das campéanulas,

Observando os resultados experimentais, verificou-se que na maioria dos casos, a
fracdo de retencio da fase dispersa cresce com o aumento da freqiiéncia de pulsagdo.

Observou-se ainda que este crescimento € menos intenso para baixas vazOes das fases
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dispersa e continua. O comportamento mostrado nas figuras 5.6 e 5.7, relativo ds vaz@es
baixa (4,7 mL/min) ¢ alta (10,9 ml/min) indicou a ocorréncia de um regime de operagio
estavel, onde a fracfo de retencio da fase dispersa mostra uma tendéncia de crescimento
tanto com a freqiiéncia de pulsacdio quanto com a vazdo total das fases, exceto para a vazio
total das fases de 6,5 ml/min. Neste caso, observou-se uma diminuicdo da fra¢do de
retencdo da fase dispersa com o aumento da fregiiéncia de pulsacfo, para fregiiéncias
superiores a 0,2 pulsos/segundo. Pode ser considerado que o arraste da fase dispersa pela
fase continua tenha provocado este comportamento. Com fregliéncias de pulsaciio de 1
pulso/segundo, observa-se um ligeiro aumento da fragdo de retencdo da fase dispersa,
podendo-se considerar que a fragio de retencfo da fase dispersa manteve-se praticamente
constante entre 0,33 pulsos/segundo e 1 pulso/segundo. Pode-se considerar que a
diminui¢do da fra¢o de retencdo da fase dispersa com o aumento da freqiiéneia de pulsagio
ocorre devido ao arraste das gotas da fase dispersa, pela fase continua. Com as vazdes ¢

freqiiéncias maiores, 0 arraste pode tornar-se mais intenso.

0, S i i e S A e i

£10,1 pulsos/segundo [
| 80,14 pulsos/segundo
- 00,2 pulso/segundo
- /00,33 pulsos/segundo
81 pulso/segundo

Fraciio de Retengédo da Fase
Dispersa

4,7 6,5 10,9
Vazio Total das Fases (ml/min)

Figura 5.6 - Influéncia da vazio total das fases na fracfio de retengfio da fase dispersa, para o
sistema PEG 1000-Fosfato de potassio, em pH 7,3, com a linha de amarragio 2 {17,7% de
PEG e 15,7 % de Sal).
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O aumento da freqiiéncia de pulsacio faz com que as gotas da fase dispersa tornem-se
menores e assim, sejam mais facilmente arrastadas pela fase continua. Experimentalmente,

nota-se a ocorréncia de arraste, nas freqiiéncias de pulsagfo mais elevadas.

A energia de pulsago, em certos casos, pode favorecer o arraste da fase dispersa pela
fase continua. Estes casos normalmente, acontecem quando a freqiiéncia de pulsagfo atinge
niveis elevados, ultrapassando valores considerados como criticos e provocando, assim, uma

reducdo da fracfio de retengfio da fase dispersa.

O arraste ¢ indesejavel nas operagdes de contato entre fases liquidas, pois 0 mesmo
pode provocar a queda da eficiéncia de operagfo. Além disso, pode ser necessdrio a
introducdo de um processo de separagdo adicional, para que nfo haja problemas nas
operagdes posteriores. O mecanismo de arraste consiste basicamente na incorporagdo de
material de uma fase liquida na corrente de saida reservada a outra fase. Assim, no caso que
se discute, isto equivale & corrente da fase rica em sal arrastar uma quantidade significativa

de fase rica em PEQ, através da saida da fase pesada da coluna.

Os valores da fracfio de retencio da fase dispersa encontrados no presente trabalho
foram muito superiores aos j4 descritos na literatura para coluna “spray”, usando diferentes
sistemas de duas fases aquosas (Sawant et al, 1990; Jafarabad et al, 1992 a e b; Venincio et
al, 1995). Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram obtidos por Porto
(1598) em uma coluna de discos perfurados rotativos e por Pawar et al (1997), que descreve
o comportamento da extracdo de amiloglucosidase e B-galactosidase em uma coluna “spray”

modificada de modo a obter malores valores da fracdo de retenco da fase dispersa.

O erro experimental nas medidas da frago de retenglo da fase dispersa € de
aproximadamente 10 % do valor obtido experimentalmente. Este erro leva em consideracdo

variag@es na leitura dos volumes usados nos calculos da fragfo de retengfio da fase dispersa.

Foi observado que a baixas freqtiéncias de pulsagfo, entre 0,1 pulsos/segundo e 0,33
pulsos/segundo, e a baixa vazfo total das fases (4,7 mL/min), a fracdo de retencio da fase
dispersa variou pouco. Nesta faixa, observou-se que os valores da fracfio de retengiio da fase

dispersa variavam dentro da margem de erro. Por isso, pode-se considerar que a fragdo de
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retencio da fase dispersa independe da freqiiéncia de pulsagfo, nesta faixa de fregiiéncia de
pulsagiio e para esta vazio total das fases. Quando a freqiiéncia de pulsacio aumenta para 1
pulso/segundo, na mesma vazdo, a fracfio de retengdo da fase dispersa aumenta. Isto ocorre
porque, como ja comentado, o aumento da fregiiéncia de pulsacio faz com que aumente a
energia de pulsagfo transferida ao sistema, e conseqilientemente a turbuléncia no sistema. O
tamanho das gotas da fase dispersa diminui, j4 que uma fina dispersfo das gotas € formada.
Sabe-se que quanto menor o diimetro médio das gotas, menor é a velocidade de ascensio
das gotas e portanto, maior € o tempo de residéncia da fase dispersa na coluna. Sendo as
gotas menores, o tempo de residéncia das gotas na coluna aumenta e assim, a fragio de
retengfo da fase dispersa também aumenta. A maior turbuléncia também aumenta o tempo
de residéncia das fases na micro-coluna e, conseqiientemente, a fracdo de retencdo da fase

dispersa.

A vazio total elevada (10,9 mL/min), observou-se que a fragio de retengio da fase
dispersa aumentou significativamente com o aumento da freqiiéncia de pulsaco de 0,14
pulsos/segundo para 1 pulso/segundo. Com a vazio elevada, observou-se um arraste bem
maior da fase dispersa pela fase continua do que nos casos anteriores. Mesmo assim, 0s
valores da fracio de retencio da fase dispersa foram bem superiores aos observados
anteriormente. Mesmo com o aumento do arraste, a tendéncia de aumento da fragfio de
retenc@o da fase dispersa foi bastante significativa.

Assim, pode-se concluir que com vazbes totais das fases baixa e alta, o sistema
mostrou uma tendéncia de comportamento semelhante & esperada, ou seja, a fracio de
retenciio da fase dispersa aumentou com o aumento da freqiiéncia de pulsagdo. Pode-se
afirmar, através da observag@o da fragdo de retengiio da fase dispersa, que a operacgio da
coluna com este sistema ¢ estavel. Com a vazfio intermedidria, pode-se concluir que ocorreu

o arraste acentuado da fase dispersa pela fase continua.

Outra conclusio € que o efeito da interagfio entre as duas varidveis (freqiiéncia de

pulsagiio e vazio total das fases) foi importante.
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5.3.1.1.2. Influéncia da Vazao Total das Fases

Nas figuras 5.6 e 5.7, pode-se observar que a freqiiéncias de pulsacfio elevadas (1
pulso/segundo), ha um aumento da fra¢do de retencio da fase dispersa com o aumento da
vaziio total das fases.

Isto ocorre, principalmente, porque a elevagio da vazio total das fases faz com que
cres¢a a turbuléncia no iterior da coluna e, assim, aumente também a mistura das fases.
Com isso, o tempo de residéncia das gotas da fase dispersa na coluna é maior e,
consegiientemente, a fragdo de retencfo da fase dispersa aumenta também. Além disso, a

velocidade de escoamento das fases na micro-coluna é maior.

Para o caso da freqiiéncia de 0,14 pulsos/segundo, houve o aparecimento de um ponto
de maximo, ou seja, a fragdo de retencdo da fase dispersa aumentou com a elevagio da
vazio total das fases até certo ponto, a partir do qual as gotas da fase dispersa foram mais
facilmente arrastadas pela corrente de fase continua. Este arraste causou a diminui¢io da
fracBio de retencéio da fase dispersa.

Provavelmente, este ponto de maximo observado na vazfo total das fases de 6,5
ml./min, no foi observado a altas freqiiéncias de pulsacdo (1 pulso/segundo), devido ao
efeito da agitacfio. A maior agitacdo faz com que aumentem a turbuléncia e a mistura das
fases na coluna. Estes fatores s#0 mais intensos quanto maior for a freqii€ncia de pulsagio.
Por isso, para fregii€ncias de pulsaciio elevadas, este aumento da energia introduzida ao
sistema faz com que a fracfio de retencfio da fase dispersa aumente. Para freqiiéncias de
pulsacdo menores (0,14 pulsos/segundo), o efeito da pulsagiio ¢ pequeno, tornando mais
evidente o efeito do aumento da vazdo total das fases, provocando a dimmuicgo da fragdo
de retengdo da fase dispersa. Uma das causas deste comportamento, provavelmente, foi o
arraste da fase dispersa pela fase continua.

O aumento da vazdo total das fases muitas vezes pode provocar o arraste da fase
dispersa pela fase continua. O arraste pode ser provocado tanto pelo pequeno tamanho das
gotas da fase dispersa formada, devido a elevada freqiiéncia de pulsagéio utilizada, como pela

elevacdo da carga liquida da coluna. Experimentalmente, observou-se um pequeno arraste, a
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vazdo total das fases e freqiiéncias de pulsacdo mais elevadas. Contudo, isto ndo alterou o
comportamento do sistema nestas condigBes. Observou-se um aumento da fragdo de
retencdo da fase dispersa com o aumento da vazdo total das fases. Provavelmente, o arraste

nio é tdo significativo devido as baixas vazdes envolvidas neste estudo.

Para vazdes elevadas (10,9 mL/min) verificou-se que a fracdo de retencfio da fase
dispersa apresentou uma tendéncia de crescimento, com o aumento da freqiiéncia de
pulsagfio, quando esta variou de 0,14 para 1 pulso/segundo. Contudo, para esta vazdo,
apenas estes dois pontos foram analisados. Assim, nfio se pode afirmarcomo o sistema se
comporta com a variagdo da freqiiéncia de pulsacdo, nesta faixxa. Ndo é possivel predizer se
a fracfio de retencfo da fase dispersa ¢ crescente nesta faixa de freqliéncias ou se existe um

ponto de maximo, como para a vazdo total das fases de 6,5 mL/min.

Para os demais experimentos, foi observada a tendéncia de aumento da fragfio de

retengdo da fase dispersa com o aumento da vazfo total das fases.

Qutro fator que deve ser ressaltado, ¢ que os procedimentos envolvidos na
determinacio da fragdio de reten¢fio da fase dispersa podem estar sujeitos a muitos erros.
Portanto, qualitativamente, os resultados s@o confidveis ¢ adequados para a andlise do
comportamento do sistema. Contudo, quantitativamente, esses resultados devem ser

considerados com certas reservas, podendo ndo corresponderem aos valores reais.

Devido ao aumento da vazdo total das fases (carga liquida) na coluna, ocorre uma
maior turbuléncia e mistura das fases. Além disso, a velocidade de escoamento das fases na
coluna é maior. Assim, tendo em vista estes fatores, pode-se concluir que o aumento da
vazio total das fases faz com que a fragdo de retengfio da fase dispersa aumente. Em todos
0s experimentos, a razfio entre as vazdes das fases dispersa e continua foi mantida constante

em aproximadamente 1.

O aumento da velocidade de escoamento que ocorre com o aumento da vazdo total
das fases, pode ser a causa da queda da fragfio de retengéio da fase dispersa com o aumento
da vazdo total das fases de 6,5 mL/min para 10,9 mL/min, para a freqiiéncia de pulsagio de

0,14 pulsos/segundo. Contudo, essa queda nfio ccorre para a freqiiéncia de pulsagio de 1
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pulso/segundo, onde pelo contrario, ocorre um aumento da fracdo de retenglo da fase
dispersa com a elevagiio da vazdo total, ou seia, da velocidade de escoamento. Isto pode,
possiveimente, ocorrer devido aos efeitos da maior agitagdo imposta ao sistema, que

provoca um aumento no tempo de residéncia e na mistura das fases na coluna.
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Figura 5.7 - Comportamento do sistema PEG 1000-Fosfato de potassio, em pH 7.3 e linha
de amarragio 2 (17,7 % PEG e 15,7 % Sal), em relacio a fracio de retengfo da fase

dispersa nas condi¢des experimentais estudadas.
5.3.1.1.3, Influéncia da Composicio do Sistema de Duas Fases Aquosas

Segundo a literatura, ¢ verificado que para os diferentes sistemas formados com PEG
de diferentes massas moleculares, a fracdo de retengfio da fase dispersa diminui com ©

aumento da composicio do sistema.

No presente trabalho, observou-se que a fragiio de retencfio da fase dispersa diminui

com 0 aumento das concentragdes de PEG e de sal, como pode ser viste na figura 3.8,

Com o aumento da composi¢do do sistema, valores menores foram observados para a
fracdio de retencfio da fase dispersa, para os sistemas estudados, embora tenha ocorrido um

aumento na viscosidade da fase continua. Comportamento semelhante foi observado por
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Sawant et al (1990}, Jafarabad et al (1992 a), Venéncio et al (1995) e Porto {1998), em
trabalhos com diferentes sistemas de duas fases aquosas em diferentes tipos de colunas de

extracao.

0, 14 e e -
0,12 -

Fragdo de Retengio da Fase Dispersa

16,2/14,3 17,7/15,7 19,7/17,7
Composigdo do Sistema - PEG/Sal (% p/p)

Figura 5.8 - Influéncia da composi¢do do sistema PEG 1000-Fosfatos de potdssio,
em pH 7,3, na fragio de retengfio da fase dispersa. Vazfo total das fases - 6,5 mL/min;

freqiiéncia de pulsagio - 0,1 pulsos/segundo.

O comportamento da fracio de retencio da fase dispersa em relagio & composicio das
fases pode ser explicado em termos das propriedades fisicas dos sistemas, tais como a
viscosidade e diferenca entre as massas especificas, que aumentam com o auwmento da
composicdo do sistema, como pode ser visto no Anexo 2, onde encontram-se as
propriedades fisicas dos sistemas de duas fases aquosas usados no presente trabalho. De
acordo com a literatura, as linhas de amarragfio proximas ao ponto critico apresentam 0s

maiores valores para a fracfic de reteng3o da fase dispersa (Porto, 1998).

Sabe-se que a medida que aumenta a concentragdo do polimero (aumento da linha de
amarracio), ocorre um aumento da tensdo interfacial, como resultado, o didmetro da gota

aumenta, a diferenca entre as massas especificas ¢ viscosidades também aumentam. O efeito
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combinado destas propriedades é que o tamanho médio das gotas e a velocidade da gota

aumentem e a fracdo de retencdo da fase dispersa diminua (CIift et al, 1978).

Com o aumento da velecidade com que a gota sobe, causada pelo aumento na
diferenga entre as massas especificas das fases, uma diminui¢do no tempo de residéncia da
gota da fase rica em PEG, reduzindo a fragfio de retencfo da fase dispersa (Raghav Rao et
al, 1991).

5.3.1.1.4. Predicic da Fragio de Refenclio da Fase Dispersa através de

Correlacoes obtidas na Literatura

Através da andlise da literatura, duas correlagdes foram selecionadas para a predigfio
da fragdo de retenglio da fase dispersa nas condi¢Ges de operagBo usadas no presente
trabalho.

As correlacdes escolhidas foram propostas por Kumar ¢ Hartland (1988) e Kumar e
Hartland (1995), para cclunas com pratos pulsados. Deve ser lembrado que essas
correlagfes foram desenvolvidas através de resultados experimentais obtidos em colunas de
pratos pulsados e com sistemas aquoso-orgénico. Estas condi¢des diferem das empregadas
neste trabatho, que usou sistemas de duas fases aquosas, os quais possuem propriedades
fisicas diferentes das propriedades de sisternas aquoso-orgénico, tais como, menor tensio
interfacial, menor diferenga entre as massas especificas das fases e maiores viscosidades.
Além disso, a geometria dos dispositivos que promovem a pulsagfio, campénulas e pratos, ¢

bastante diferente.

Essas correlagdes foram apresentadas no Capitulo 2, equagfio 2.10 proposta por

Kumar e Hartland {1988) e equagfo 2.13 proposta por Kumar e Hartland (1995).

Na tabela 5.3, encontram-se os valores da frac8o de retencéio da fase dispersa preditos

e os valores da fracfio de retencio obtidos experimentalmente.

Nos célculos da fragfo de retencéio da fase dispersa, foi necessdrio predizer o valor de
(A . /), o produto da amplitude pela freqiiéncia de pulsagfio, na regifio de transicio entre as

regides de mistura-decantacdio e de transi¢fo para a regifio de emulsfio. Como pode ser visto



Capitulo 5 - Resultados e Discussgo 133

na tabela 5.3, todos os experimentos foram realizados na regifo de transicdo ou de emulsio.
Este é um aspecto favoravel, jd que nesta regifio a transferéncia de massa e a mistura entre
as fases sdo mais eficientes. Contudo, como é comentado a seguir, a validade destas

equagdes para os sistemas estudados nfio ¢ assegurada.

Tabela 5.3- Comparagéio entre os valores da fragdio de retengfio da fase dispersa
preditos com os obtidos experimentalmente para o sistema PEG 1000-Fosfato de potéssio,

em pH 7.3, com a linha de amarragéio 2 (17,7 % de PEG e 15,7 % de Sal).

va Ve f (ASf) | (AS) Gexp ¢ predito
(m/s) (m/s) | (pulsos/s) 1988 1995
1,02x10° | 1,12x10° | 0,10 {2,76x10° | 5,6x10° | 0,10 0,0042 | 0,0075
1,02x10° | 1,12x107 | 0,14 |2,76x10” | 7.8x10° | 0,33 0,0047 | 0,0078
1,02x10° | 1,12x10° | 020 |2.76x10° ]| 1,1x10” | 032 0,0056 | 0,0085
1,02x10° | 1,12x107 | 0,33 |2,76x10” | 1.8x10° | 0,21 0,0081 | 0,0116
1,02x10° | 1,12x10° | 1,00 {2,76x10° | 5,6x10° | 024 0,0540 | 0,0696
6,9x10° | 7,80x10° | 0,10 |2,76x10” | 5,6x10° | 0,11 0,0027 | 0,0047
8,55x10° | 6,9x10° | 0,14 [2,76x10° | 7,8x10° | 0,092 0,0037 | 0,0063
8,55x10° | 6,9x10° | 0,20 |2,76x10° ! 1,1x10° | 0,12 0,0044 | 0,0069
8,55x10° | 6,9x10” 033 |2,76x10° ! 18x107° | 0,117 0,0064 | 0.0093
8,55x10° | 6,9x10” 1,00 |2,76x10° | 5,6x10™ 0,17 0,0423 | 0,0561
1,97x10° [ 1,62x10° | 0,14 12,76x10° | 7.8x10° | 0,15 0,0096 | 0,0171
1,97x107 | 1,62x10° | 1,00 [2,76x10° | 5,6x10° | 0,425 0,1099 | 0,1527

Aplicou-se os valores das variaveis estudadas nas correlagdes propostas e comparou-
se os valores da fracdo de retengfio da fase dispersa calculados com os valores obtidos
experimentalmente. Verificou-se que nenhuma correlagio mostrou-se adequada para
predizer a fragdo de retencio da fase dispersa. Os valores da fragio de retengéio da fase

dispersa preditos diferem bastante dos valores experimentais.

E importante ressaltar que todos os trabalhos obtidos na literatura relacionam-se a
colunas com pratos pulsados e neste trabalho, a micro-coluna possui campanulas pulsantes.
Esta diferenca entre os valores preditos e os valores obtidos experimentalmente,
provavelmente, se deve & forma de agitagio imposta ao sistema, através das campanulas
pulsantes. Portanto, de acordo com esses resultados, pode-se concluir que a geometria da

campinula influencia bastante o comportamento do sistema. Outro fator que pode ter
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influenciado nos resultados sio as propriedades fisicas do 'sistemna. Sistemas de duas fases
aquosas, na maioria dos casos, apresentamn uma menor diferenca entre as massas especificas
das fases ¢ maiores viscosidades, principalmente da fase rica em PEG, quando comparadas
aos sistemas formados por 4gua e solvente orgénico, a partir dos quais as correlagles de
predicio foram obtidas. No Anexo 2, encontram-se as propriedades fisicas dos sistemas de
duas fases aquosas empregados no presente trabalho e no Anexo 3, encontram-se as
propriedades fisicas e os valores das varidveis operacionais usadas na obtenglio das
correlagbes 2.10 ¢ 2.13.

Assim, a validade dessas correlages para as condigbes operacionais e sistemas usados
no presente trabalho ndio foi verificada. Os valores da fragdo de retencéio da fase dispersa
preditos foram subestimados. Coimbra et al (1998) obtiveram resultados semelhantes aos
deste trabalho, usando um sistema de duas fases aquosas (PEG 6000-Sais fosfatos) em uma

coluna de discos rotativos.
5.3.1.2. Velocidade Caracteristica

A velocidade caracteristica e a velocidade relativa sfio importantes por se relacionarem
a fragfio de retengfio da fase dispersa e & inundagfio. Esta relagio pode ser analisada através
das equagdes apresentadas no Capitulo 2, na segio 2.6.

Para o calculo da velocidade caracteristica, optou-se por avaliar a equagfio de Gayler
et al (1953), por ser mais simples € ndo ter sido encontrado nenhuma restrigdo ao seu uso no
caso estudado neste trabalho. A equagiio proposta por Baird e Shen (1984) foi também
empregada nos célculos, por ser uma equagio desenvolvida para colunas com pratos
pulsados.

Usando-se a equacgéio 2.20 proposta por Gayler et al (1953) e a equagfio 2.21 proposta
por Baird e Shen (1984) para o célculo da velocidade caracteristica, obteve-se os resultados
da tabela 5.4, para os experimentos realizados.

Essas equagdes sdo apresentadas a seguir:



Capitulo 5 - Resultados e Discussio 135

(vd‘p)_i{‘%*é]:vn.(]w(p) 2.19)
(v,f¢)+{%_¢]zva.(f—%,,_{ (2.20)

Utilizando-se os valores das velocidades de escoamento (v, € v4) e 0s valores

experimentais da fragfio de retencfo da fase dispersa (¢), determinou-se a velocidade
caracteristica (V) para cada experimento através das equagdes 2.20 e 2.21.

Na tabela 5.4 e nas figuras 5.9 e 5.10, encontram-se os valores da velocidade
caracteristica calculados com ambas as equagles e pode-se verificar a tendéncia do
comportamento da velocidade caracteristica em relagio & freqiiéncia de pulsagfic e & vazdo
total das fases. Nos experimentos, variou-se a vazio total das fases em trés niveis: 4,7
mL/min, 6,5 mi/min e 10,9 mlL/min, e a freqiiéncia de pulsacio em cinco niveis: 0,1
pulsos/segundo, 0,14 pulsos/segundo, 0,2 pulsos/segundo, 0,33 pulsos/segundo e 1
pulso/segundo.

Tabela 5.4- Velocidades caracteristicas calculadas pelas equagSes 2.20 e 2.21, para o
sistema PEG 1000-Fosfato de potassio, em pH 7,3, com a linha de amarragio 2 (17,7 % de
PEG ¢ 15,7 % de Sal).

A\ Va - ¢ | Fregiiéncia | Ve 1} - Vg

{cm/min) (cm/min) R de pulsaciio |  Gayler | Baird e Shen

(pulsos/s) - {eq.2.20) - (eq.2.21)

_ {(cm/min) - (cm/min)

0,67 0,61 0,10 0,10 7,60 3,53
0,67 0,61 0,33 0,14 4,25 2,94
0,67 0,61 0,32 0,20 4,25 2,91
0,67 0,61 0,21 0,33 4,75 2,82
0,67 0,61 0,24 1,00 4,50 2,80
0,47 0,41 0,11 0,10 4,78 2,29
0,41 0,51 0,09 0,14 6,72 3,01
0,41 0,51 0,12 0,20 5,36 2,64
0,41 0,51 0,12 0,33 5,36 2,64
0,41 0,51 0,17 1,00 4,21 2,33
0,97 1,18 0,15 .14 10,60 5,63
0,97 1,18 0,43 1,00 7.80 5,89
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Com o uso da equagdo 2.20, proposta por Gayler et al (1953), observou-se (figura
5.9) que para a vazio total das fases mais baixa (4,7 ml./min) e a vazfio das fases mais alta
(10,9 ml./min) usadas nos experimentos, ocorre um decréscimo da velocidade caracteristica
com o aumento da freqiiéncia de pulsacfio, para valores da freqiiéncia de pulsacio superiores
a 0,10 pulsos/segundo. Este era 0 comportamento esperado. Para o valor intermedidrio da
vazio total (6,5 mL/min) ndo foi observada uma dependéncia linearmente direta entre a
velocidade caracteristica ¢ a freqiiéncia de pulsagdo (intensidade da pulsagdo), usando-se a
equacdo 2.20. Pode-se considerar que a variagdo entre os valores da velocidade
caracteristica € muito pequena nas vazdes intermediarias (6,5 ml./min), onde a velocidade
caracteristica calculada pela equacfo 2.20 variou entre 4,25 cm/min e 4,75 c¢cm/min para
freqtiéncias de pulsagdo superiores a 0,14 pulsos/segundo. Assim, € possivel considerar que
a velocidade caracteristica das fases foi aproximadamente constante. Os valores da

velocidade caracteristica variaram pouco mas aleatoriamente, neste caso.

Segundo Kung e Beckman (1961), nfio hd uma dependéncia entre a velocidade
caracteristica ¢ a intensidade da agitacfio, a baixas velocidades de rotacio em colunas
rotativas. Isso é verificado nas figuras 5.9 e 5.10, onde a freqiiéncias de pulsacio mais
baixas (abaixo de 0,20 pulsos/segundo), nio foi observada uma dependéncia entre a
velocidade caracteristica e a freqliéncia de pulsacdo. Os valores variaram aleatoriamente, na
maioria dos casos. Nos sistermas de duas fases aquosas, a baixa tensfio interfacial, faz com
que as gotas sejam pequenas, mesmo a baixas velocidades de agitago (baixa freqiiéncia de

pulsagéo), diminuindo a velocidade caracteristica mesmo a baixas intensidades de agitagdo.

Com relagdo & vazdo total das fases, observou-se que os menores valores da
velocidade caracteristica foram obtidos com a vazio de 6,5 ml/min e os maiores valores
com a vazio total de 10,9 mL/min, embora os valores obtidos com as vazdes de 4,7 mi/mmn
e 6,5 mL/min sejam proximos. Os maiores valores da velocidade caracteristica com a vazio
total mais alta, ocorreram porque sendo as vazdes mais elevadas, as velocidades com que as

fases passaram pela coluna foram maiores do que a vazdes mais baixas.

Os fatores que justificam o comportamento da velocidade caracteristica obtida pela

equaco proposta por Gayler et al (1953) sdo:
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+ Essa equacfo correlaciona satisfatoriamente a velocidade caracteristica para valores

da frac8o de retencfio da fase dispersa menores que 0,2.

+ As propriedades fisicas dos sistemas bifisicos aquosos, como a baixa tensio
interfacial e alta viscosidade da fase dispersa, sfo diferentes das propriedades dos sistemas

para os quais a equacéo foi desenvolvida.

» O uso de campanulas para promover a agitago.
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Figura 5.9 - Influéncia da freqliéncia de pulsagfio ¢ da vazio total das fases na
velocidade caracteristica calculada pela equagéio proposta por Gayler et al (1953).
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Usando-se a equagiio proposta por Baird e Shen (1984), o comportamento foi o
esperado. Este comportamento pode ser observado na tabela 5.4 e na figura 5.10. A
velocidade caracteristica diminuiu com o aumento da freqiiéncia de pulsaciio, embora esta
variagdo tenha sido pequena. As propriedades fisicas dos sistemas de duas fases aquosas,
como a baixa tensfo interfacial, fazem com que as gotas sejam pequenas, mesmo a baixas
velocidades de agitagdo, diminuindo a velocidade caracteristica.

Vazfio Total das Fases:

8.00 — -—#—— 4,7 mL/min
. --@ - 65mL/min
- —>%— 10,9 mL/min

6.00 —

4.00 —

Velocidade Caracteristica (Vo) - Baird ¢ Shen (cm/min)

2.00 — i

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
Frequéncia de Pulsacéo (pulsos/segundo)

Figura 5.10 - Influéncia da freqiiéncia de pulsagfo na velocidade caracteristica
calculada pela equaciio proposta por Baird e Shen (1984), para o sistema PEG 1000-Fosfato
de potassio, em pH 7,3 ¢ com a linha de amarraggo 2 (17,7 % de PEG ¢ 15,7 % de Sal).
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Nos experimentos com as vazdes mais elevadas (10,9 mL/min), um comportamento
inverso foi observado, usando-se a equacgfo 2.21 proposta por Baird e Shen. Isto é, ocorreu
um pequeno aumento da velocidade caracteristica com o aumento da freqgii®ncia de
pulsacfio. Porém a variagio entre as velocidades foi muito pequena (5,63 mL/min e 5,8%

mL/min), podendo-se considerar que a velocidade permaneceu praticamente constante.

Contudo, nfio se pode afirmar que estas equagles sejam validas para calcular a
velocidade caracteristica em colunas com campénulas pulsantes e sistemas de duas fases
aquosas, jd que estas foram desenvolvidas para sistemas aquoso/orgénico € outros tipos de
equipamentos. Pode-se notar que os valores da velocidade caracteristica obtidos pelas duas

equacdes para um mesmo experimento foram bastante diferentes.

Observando-se os resultados obtidos e as condigdes em que as equages foram
desenvolvidas, porque a tendéncia de comportamento observada na figura 5.10 foi mais
proxima ao que era esperado. Portanto, pode-se concluir que a equagfio proposta por Baird
e Shen é mais adequada ao caso estudado. Mesmo assim, ela deve ser usada com certas
restricBes. Pode-se considerar que, qualitativamente, essa equacfio pode ser usada para
predizer o comportamento do sistema, porém quantitativamente, os resultados obtidos ndo

sdo totalmente confidveis.

Tentando-se ajustar os valores da velocidade caracteristica obtidos com as equagbes
2.20 e 2.21 a uma reta, ndo obteve-se uma boa correlacéo linear entre X e Y, como pode ser
visto nas figuras 5.11 e 5.12. Géis (1995) usou este método para testar a validade das
equagdes propostas para o sistema estudado. Segundo o autor, se o gréfico obtido da
maneira anteriormente descrita for uma reta, a equacgfio proposta é adequada para o ajuste
dos dados.

O fato da relagdo entre X e Y nfo ser linear como € visto nas figuras 5.11 e 5.12, pode
mostrar que estas equacBes provavelmente nfio sfio véalidas para os dados obtidos neste

equipamento e para as condi¢Ses de operagio empregadas.
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Figura 5.11 - Regressfo linear dos resultados obtidos nos experimentos sendo X e Y
obtidos pela equacio proposta por Gayler et al (1953), para o sistema PEG 1000-Fosfato de
potassio, em pH 7,3 e com a linha de amarracgéo 2 (17,7 % de PEG e 15,7 % de Sal).

Segundo Baird ¢ Shen (1984), a velocidade caracteristica é uma grandeza que depende
do didmetro das gotas e das propriedades fisicas do sistema liquido utilizado. Desta forma,
pode-se interpretar ¢ comportamento ndo linear em termos da influéncia da coalescéneia das

gotas e do arraste da fase dispersa que devem ter ocorrido no interior da coluna.

Aplicando-se uma regressio linear a todos os dados experimentais, pode-se obter um
valor médio para a velocidade caracterfstica, levando-se em conta todos os experimentos
realizados. Este procedimento foi usado por Gois (1995). Os resultados deste procedimento
encontram-se na tabela 5.5. A equagédo que melhor ajusta estes pontos a uma reta é:
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Y=234X+125 (5.5)

com coeficiente de correlagfio igual a 0,55, 0 que mostra que a correlagéio nfo €
satisfatoria. Este resultado € obtido com o uso da equacfio de Baird e Shen (1984). Assim, a
velocidade caracteristica média é o coeficiente de X, que € o coeficiente angular ou seja, a

inclinagdo da reta. X e Y so Xg ¢ Y apresentados a seguir.
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Figura 5.12 - Regresséo linear dos resultados obtidos nos experimentos sendo X e Y
obtidos pela equagfo proposta por Baird e Shen (1984), para o sistema PEG 1000-Fosfato
de potdssio, em pH 7.3 e com a linha de amarracéio 2 (17,7 % de PEG e 15,7 % de Sal).
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E importante salientar que o tratamento da velocidade relativa e da velocidade
caracteristica envolve equagdes de modelagem propostas para outros sistemas liquidos, sob
diferentes condigdes experimentais e em equipamentos diferentes. Portanto, a validade

destas equagdes para as condigBes experimentais nas quais sdo obtidos os resultados deste

trabalho nfo € assegurada e deve ser verificada.

Tabela 5.5- Calculo da velocidade caracteristica média.

0,90 6,84 1,94 6,84
0,67 2,85 0,97 2,85
0,68 2,89 0,99 2,89
0,79 3,75 1,33 3,75
0,76 3,42 1,22 3,42
0,89 4726 1,86 4,26
0,91 6,12 2,03 6,12
0,88 472 1,78 4,72
0,88 4,72 1,78 4,72
0.83 3,49 1,50 3,49
0,57 445 0,76 4,45
0,85 9,01 1,60 9,01

Y=823X - 188

R*= 0,50

Y=234X +1,25

R?= 0,55

Onde:

Xo =(V" b )’{%—@)}

Y, =V,-(1-¢)

5.3.1.3. Inundacio

Como ja foi apresentado no Capitulo 2, « ‘nundagdo ocorre quando as condigdes de
operagio da coluna fazem com que seja inossivel para as correntes escoarem
contracorrentemente e uma fase se dispersar na o a. Nesta situagio, as correntes entram e

saem da coluna por uma mesma extremidade.

X *(‘%]”’“[‘%—M
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Sabe-se que existem limitagSes no que diz respeito as vazbes das fases que sdo
alimentadas na coluna, pois, nas operacSes em contra-corrente, ¢ escoamento de uma fase
pode impor certa restrigBo ao escoamento da outra. O limite desta restricio seria a
inundago total do equipamento.

Assim, um fator que pode causar a inundag@io ¢ o uso de razdo entre as vazdes ou
vazdes totais inadequadas. Isso faz com que a fase continua rejeite a fase que deve ser
dispersa e, por sua vez, esta nfio consiga se dispersar e misturar-se 4 outra fase, fazendo com
que as fases nfo entrem em contato e saiam pela mesma extremidade em que entraram na

coluna.

Goéis (1995) apresentou um método para a predigio da fracdio de retencfo da fase
dispersa no limiar da inundagfio, que nio mostrou-se vélido para os casos estudados no
presente trabalho. Este método faz uso da velocidade caracteristica média e da condigo
proposta por Thornton (1957).

De acordo com este método, a fracfo de retengdio da fase dispersa no limiar da
inundagido foi de aproximadamente 0,25. Porém, valores da fragfio de retengdo da fase

dispersa bem superiores a este foram obtidos, sem que ocorresse a inundacio.

Como ja foi visto anteriormente, valores da fracdo de retengfio da fase dispersa
superiores a 0,40 foram obtidos. Isto pode ter ocorrido porque a regressio linear dos dados
resultou em uma reta com baixo coeficiente de determinaciio (R* = 0,55), o que significa que
o ajuste dos pontos a uma reta nfo é muito satisfatério, como pode ser visto nas figuras 5.11

e 5.12. Isto faz com que o valor da velocidade caracteristica média nfo seja preciso.

De acordo com este método, o tnico fator que influencia o valor da fragio de
retencio da fase dispersa no limiar da inundacfo é a razio entre as vazles das fases. Este
pardmetro ¢ muito importante, contudo outros fatores também importantes nfio sfo
considerados. Entre eles pode-se citar: a freqliéncia de pulsagfo (ou energia introduzida ao
sistema) e a vazdo total das fases que entram na coluna. A influéncia destes fatores poderia
estar incluida no valor da velocidade caracteristica, contudo devido ao uso da velocidade

caracteristica média, esta influéncia € considerada a mesma para todos os casos estudados, ¢
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que nem sempre ¢ correto. Além disso, o valor da velocidade caracteristica médio calculado

nio tem precisdo assegurada.

A equagdo usada para o cdlculo da velocidade caracteristica foi desenvolvida e testada
para sistemas bifasicos aquoso/orgénico, que possuem propriedades fisicas muito diferentes
dos sistemas de duas fases aquosas usados neste trabalho. Além disso, a geometria do
sisterna de agitacio das colunas, para as quais esta equagfo foi desenvolvida, € bastante
diferente da geometria do sistema de agitacdo com campanulas, o que pode causar erros nos

valores preditos.

Esses fatores podem tornar os valores da fragdo de retengdo da fase dispersa preditos

para a condi¢io de imindagfo imprecisos.

Experimentalmente, as condigdes de inundagfio nfo foram atingidas. Quando a
inundago € atingida, toda a fase leve sai da coluna pelo fundo e a fase pesada pelo topo.

Além disso, ocorre uma queda brusca na transferéncia de massa.
5.3.2. Transferéncia de Massa

Neste item, sfo apresentados os resultados referentes 4 transferéncia de massa, obtidos
no estudo da extragfio continua de citocromo b5 e da ascorbato oxidase, a partir de seus
extratos brutos, na micro-coluna de campanulas pulsantes, usando-se sistemas de duas fases

aquosas formados por PEG-Sal (Fosfatos de potéissio).

Todos os experimentos foram realizados com extratos brutos das proteinas de
interesse, ¢ citocromo b5 e a enzima ascorbato oxidase. Um estudo detalhado do
comportamento da extragdo na micro-coluna de campénulas pulsantes foi realizado através
da andlise da extragdo de citocromo b5. A partir dos resultados obtidos, encontrou-se a
melhor condicBio de operagio da micro-coluna, a qual permite a obtengfio dos melhores

resultados para a extracéo.

Posteriormente, usou-se esta condicdo encontrada, para avaliar a extragdo de

citocromo b5 e de ascorbato oxidase em sistemas aquosos bifasicos formados com PEG
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1500. Nestes ultimos estudos, analisou-se, além da proteina de interesse, o fator de
purificagfio e a recuperacéo total das proteinas de interesse e de proteina total.

Os dados relativos a transferéncia de massa foram obtidos através de medidas da
atividade enzimatica ¢ da concentragio de proteinas nas correntes de entrada e saida da
micro-coluna. Os resultados experimentais foram analisados com base no Indice de
Recuperacdo do Soluto, proposto por Kawase (1990) e calculado pela equagfio 2.6, a
Eficiéncia de Separagdio, E*, calculada pela equagfo 2.7 e o Coeficiente de Transferéncia de
Massa, ksa, calculado pela equagéio 2.5.

A maioria dos trabalhos que apresentam estudos da transferéncia de massa em colunas
pulsadas, referem-se a colunas de fluxo pulsado e com sistemas aquoso-orgénico. Poucos
trabalhos sobre transferéncia de massa em colunas com pratos pulsantes e nenhum trabatho

sobre o uso de sistemas aquosos bifasicos em colunas pulsadas foram encontrados.

Os modelos de representac@o da eficiéncia de separagdo, que foram usados neste
trabalho, foram escolhidos por serem simples e TUteis para a avaliacio e comparacio do
desempenho da micro-coluna com outros equipamentos, além de poder ser usados para

projeto e aumento de escala do equipamento.

Os sistemas de duas fases aquosas apresentam propriedades fisicas bem diferentes dos
sistemas aquoso-orgénico convencionais, empregados na engenharia quimica, em processos
de extracio liquido-liquido cldssicos. Apenas a diferenca entre as massas especificas das
duas fases estd dentro dos limites considerados adequados a utilizaghio em processos de
extracio liquido-liquido. Apesar disso, estes sistemas tém sido aplicados com sucesso em

processos de extracio liquido-liguido em larga escala (Hustedt et al, 1985).

As extragdes de poucas proteinas foram testadas em colunas de extragfo liquido-
liquido que operam em continuo, usando-se sistemas de duas fases aquosas. A maioria dos
trabalhos encontrados refere-se ac uso de colunas “spray” e York-Scheibel, operando de

modo semi-continuo e colunas de discos rotativos, operando de modo continuo.
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Nos experimentos, a proteina total, a atividade enzimdtica e a quantidade de
citocromo b5 foram determinadas em ambas as fases, durante a extragio. Essa determinagéo
foi realizada através dos métodos analiticos descritos no Capitulo 4.

Nestes experimentos foram avaliados o Indice de Recuperagio do Soluto, o
Coeficiente de Transferéncia de Massa e a Eficiéncia de Separagfio. Para os casos de
sistemas formados com o PEG 1500, o rendimento em proteina total, a recuperacio da
atividade enzimatica ¢ o fator de purificagfio foram também analisados.

Os sistemas de duas fases aquosas PEG-Fosfatos de potassio utilizados nas extrages
em continuo foram selecionados previamente nas extragdes em descontinuo, para cada
proteina. A seguir, os resultados sfo apresentados em dois itens: extragfio de citocromo b5 e

extracio de ascorbato oxidase.

5.3.2.1. Extra¢iio Continua de Citocromo b5 na Micro-Coluna de Campanulas

Pulsantes

O estudo da extragfo de citocromo bS foi realizada a fim de analisar 0 comportamento
da extrac@o liquido-liquido durante o tempo de operagdo da micro-coluna. Com base nos
resultados obtidos, encontrou-se as melhores condigbes de operacBio da micro-coluna. Estes
experimentos foram realizados usando-se o sistema de duas fases aguosas escolhido nos
experimentos de extracdo em descontinuo. Posteriormente, usou-se a methor condicdo de
operagfio obtida nestes experimentos para analisar a extracdo de citocromo b5 na micro-
coluna desenvolvida neste trabalho, usando-se o sistema de duas fases aquosas formado por
PEG 1500-Fosfatos de potdssio. Nestes experimentos, avaliou-se, além da extracdo de
citocromo bS5, a transferéncia de proteina total, o fator de purificagdo e a percentagem de

recuperacdo global de citocromo b5 e de proteina total.

A extracdo de citocromo b5 foi realizada utilizando o sistema constituido de 17,7 %
(p/p) de PEG 1000 e 15,7 % (p/p) de Fosfato de potassio, com pH 7,3. O extrato bruto da
proteina foi diluido na fase rica em PEG e, assim, a transferéncia de massa ocorre da fase
rica em PEG (fase leve) para a fase rica em sal (fase pesada).
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Nas figuras 5.13, 5.14 e 5.15, observa-se o comportamento da transferéncia de

citocromo b5, durante o tempo de operagfio da micro-coluna.
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Figura 5.13 - Comportamento da extragdo de citocromo b5 nas fases rica em PEG

1000 e rica em sal durante o tempo de operacio da micro-coluna. CondigSes de operacéo

usadas: vazdo total das fases - 4,7 mL/min e freqtiéncia de pulsacgéo - 0,14 pulsos/segundo.

Nas figuras acima citadas, € nitido o aumento da concentragdo de citocromo b5 na

fase rica em sal e a diminuigdo da concentracfio de citocromo b5 na fase rica em PEG. Pode-

se verificar que a micro-coluna tem uma operagfio estavel. Foram observadas a ocorréneia

de pequenas oscilagdes em algumas medidas da concentra¢dio de citocromo b3, contudo

essas oscilagdes podem ser consideradas normais e nfio interferiram no comportamento da

extragdo de citocromo b5 na micro-coluna. O fato da extracfio ser realizada a partir de

extratos brutos pode ser responsavel por estas oscilages observadas, ja que as impurezas e
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outras proteinas que estiio presentes no extrato podem interferir na transferéncia de
citocromo bS, mesmo que em pequena intensidade. Além disso, pequenos erros

experimentais podem ser responséveis por estas oscilagdes.

Assim, verificou-se uma tendéncia de aumento crescente da quantidade de citocromo
b5 transferida da fase rica em PEG para a fase rica em sal. Observou-~se que este aumento ¢

mais intenso nos primeiros minutos de operagio da micro-coluna, na maioria dos casos.
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Figura 5.14 - Comportamento da extrag@io de citocromo b5 nas fases rica em PEG
1000 e rica em sal durante ¢ tempo de operagfo da micro-coluna. Condicdes de operacio

usadas: vazfo total das fases - 4,7 mL/min e freqiiéncia de pulsagéo - 0,2 pulsos/segundo.
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Notou-se, ap6s terminada a operagdo da micro-coluna, a formacfio de uma pequena
quantidade de precipitado na interface entre as fases, sendo que este precipitado pode ser

considerado desprezivel em todos os experimentos de extragio de citocromo b5 realizados.
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Figura 5.15 - Comportamento da extracdo de citocromo b5 nas fases rica em PEG
1000 e rica em sal durante o tempo de operagio da micro-coluna. Condi¢des de operagio

usadas: vazo total das fases - 4,7 mL/min e freqiiéncia de pulsacdo - | pulso/segundo.

De acordo com os resultados apresentados, pode ser verificada uma tendéncia de que
com aproximadamente 30 minutos de operacBo, quando altas freqiiéncias de pulsacio (1
pulso/segundo) sfio empregadas, o estado estaciondrio seja atingido, apesar de que
pequenas variacdes na concentragfo tenham ocorrido durante os 70 minutos de operacéo da

micro-coluna, na maioria dos casos estudados.
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5.3.2.1.1. Infludncia da Fregiidncia de Pulsagio no Indice de Recuperagio do
Soluto (1)

Os dados referentes ao [ndice de Recuperagdo do Soluto foram calculados a partir dos
valores da concentragdo de citocromo b5 nas correntes de entrada e de saida da fase rica em
PEG, no estado estaciondrio. Nos casos em que ocorreram pequenas oscilacdes nas
concentra¢Ses medidas, considerou-se como concentracdo de saida no estado estaciondrio, a
média entre os valores da concentragfo de citocromo b5 a partir do ponto em que pode-se
considerar que o estado estaciondrio tenha sido atingido. As oscilagbes nas medidas da

concentracdo ocorreram, provavelmente, devido a pequenos erros experimentais.

O comportamento do Indice de Recuperago do Soluto (I.) em relacio & variagdio da

freqiiéncia de pulsagdo pode ser observado na figura 5.16.
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Figura 5.16 - Influéncia da freqiiéncia de pulsagiio e da vazdo total das fases no Indice

de Recuperaco do Soluto, no estado estaciondrio.
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Observando-se os resultados obtidos, verificou-se primeiramente, uma tendéncia de
aumento da extraciio, representado pelo aumento do indice de Recuperacio do Soluto, com

o aumento da freqiiéncia de pulsagéo, na maioria dos casos estudados.

Esta tendéncia pode ser explicada porque com freqiiéncias de pulsagio mais elevadas,
deve ocorrer uma maior quebra das gotas, fazendo com que estas tornem-se menores e mais
numerosas no sistema. Isso faz com que o transporte de scluto, no caso o citocromo b3,
entre as duas fases seja mais ficil, principalmente devido ao aumento da 4rea interfacial de
contato entre as fases.

O aumento da freqiiéncia de pulsacfio proporciona uma maior agitagio e maior
nistura entre as fases, além de aumentar a turbuléncia no interior da micro-coluna. Estes
fatores favorecem a transferéncia de massa e fazem com que o Indice de Recuperagio do

Sohtto aumente.

Embora experimentalmente tenha sido observado um pequeno arraste da fase dispersa
pela fase continua, a freqiiéneias de pulsago elevadas, este arraste ndo influenciou o
comportamento da extragio, ou seja, do Indice de Recuperaciio do Soluto.

A velocidade de pulsag8io esti relacionada a intensidade de formac8o da dispersio de
gotas que € gerada quando o liquido atravessa os orificios das campénulas. Assim, quanto
maior for a velocidade de pulsacfio, mais intensa € a formac8o desta dispersfo. A velocidade
de pulsagdo, A . f, é o principal responsavel pelo mecanismo de mistura no interior dos

estégios da coluna.

Observa-se na figura 5.16, que o Indice de Recuperagiio do Soluto aumenta com o
aumento da freqiiéncia de pulsaco para todas as vazdes total das fases estudadas.

No caso da variagio da freqiiéncia de pulsagfio de 0,10 pulsos/segundo para 0,14
pulsos/segundo e vazdo total das fases de 6,5 ml./min, notou-se uma diminuigio do Indice
de Recuperagiio do Soluto. Contudo, a partir desta freqiiéncia de pulsacio, o sistema
comportou-se da maneira esperada, ou seja, aumentando-se a freqiiéncia de pulsagio, ocorre

o aumento do Indice de Recuperagiio do Soluto. Esta é a vnica exceclo, relacionada ao
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comportamento do Indice de Recuperagio do Soluto, observada nos resultados
experimentais. Os demais resultados comportaram-se da maneira esperada.

A operagdo do equipamento mostrou-se estavel, jd que ocorre o aumento da extracfo
com o aumento da freqiiéncia de pulsacdo, sendo este o comportamento esperado.

Tendo em vista estes resultados, a expectativa de obter-se um eficiente contato entre
as fases neste tipo de equipamento, devido 2 agitaglo se processar na diregdo vertical, que é
a direcBio de escoamento das fases, e também devido & geometria dos dispositivos de
agita¢io, foi aparentemente confirmada. Isto foi verificado pelos altos indices de extragio
obtidos.

5.3.2.1.2. Influéncia da Vazio Total das Fases no Indice de Recuperagio do
Soluto

Experimentalmente, observou-se um aumento do arraste da fase dispersa pela fase
continua, a freqiiéncias de pulsaco e vazfio total das fases mais elevadas. Contudo, este
arraste ndo influenciou o comportamento do sistema. Deve-se ressaltar que mesmo a
freqiiéncias de pulsagio e vazdes total das fases maiores, o arraste foi pequeno, embora

tenha sido maior do que a freqiiéncias de pulsagio e vazGes total das fases menores.

O arraste foi maior a freqiiéncias de pulsagio e vazdes total das fases elevadas porque
o aumento da freqiiéncia de pulsacio faz com que as gotas da fase dispersa se quebrem ¢
quanto maior a freqli€ncia de pulsagdo, menor € o tamanho das gotas ¢ maior ¢ o ntmero
delas. As gotas menores da fase dispersa sfo mais facilmente arrastadas pela fase continua.
As maiores vazdes total das fases fazem com que essas gotas pequenas sejam ainda mais
facilmente arrastadas.

Nos equipamentos de contato continuo agitados, em geral, a mistura € resultante, do
efeito da agitagdo imposta ao fluido. Esta agitacio € obtida tanto através de agentes
externos, como por exemplo os agitadores, como também pela prépria movimentacfo das

correntes em escoamento.
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O comportamento do sistema em relagiio & vazio total das fases pode ser observado
na figura 5.16.

Observou-se nos resultados obtidos, uma tendéncia de aumento da extracdo, ou seja,
aumento do Indice de Recuperagio do Soluto com o aumento da vazdo total das fases. O
aumento da turbuléncia causada pela elevagio da velocidade superficial de escoamento deve
proporcionar melhores indices de mistura das fases. Isso faz com que ocorra 0 aumento do

Indice de Recuperagiio do Soluto, j& que aumenta a extragfio.

A agitac8io decorrente do escoamento das correntes no interior da micro-coluna esta
associada & vazio total de alimentacdio das fases na coluna, o que torna este parimetro,
teoricamente, de grande mmportincia no comportamento e desempenho do equipamento.

O erro padrio nas medidas do Indice de Recuperagio do Soluto é de
aproximadamente 7,8 %.

Deve-se ressaltar que este erro corresponde, na maioria dos casos, a medidas de massa

de proteinas inferiores a 1 mg.

Na figura 5.16, pode ser observado que a diferenca entre os valores do Indice de
Recuperagdo do Soluto, variando-se a vazio total das fases, foi pequena. Isso pode ser visto
na tabela 5.6.

Tabela 5.6 - Variagio do Indice de Recuperagio do Soluto com a vaziio total das

fases.
Freqiiéncia | Vazdio Total | Indice de | Fregiiéncia | Vazdo Total | Indice de
de Pulsacio | das Fases |Recuperacio| de Pulsacio | das Fases |Recuperacgio
(pulsos/segundo) (ml./min) do Soluto | (pulses/segundo) (ml/min) do Soluto
(%) (%)
0,14 4,7 26 1 4,7 72
0,14 6,5 29 1 6,5 60
0,14 10,9 31,8 1 10,9 65

Observou-se que, com baixas freqtiéncias de pulsacfio, o aumento da vazio total das

fases provoca um aumento do indice de Recuperacdo do Soluto, porém este aumento foi
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pequeno. Com freqliéncias de pulsaciio elevadas, notou-se que o Indice de Recuperagio do
Soluto era independente da vazio total das fases, como pode ser observado na tabela 5.6 e
na figura 5.16. Talvez isso tenha ocorrido porque com altas freqgiiéncias de pulsacfio, as
gotas sejam muito pequenas ¢ mais facilmente arrastadas pela fase continua, com altas
vazes total das fases. Assim, o arraste € maior nestas condi¢bes do que com vazdes total
das fases menores. Este arraste pode fazer com que o Indice de Recuperagiio do Soluto seja
aparentemente independente da vazio total das fases, a freqiiéncias de pulsacfo elevadas, ou
mesmo, ter provocado uma pequena diminuiciio do Indice de Recuperagio do Soluto.

Desta andlise pode-se concluir que a vaziio total das fases influenciou o Indice de
Recuperagio do Soluto, contudo esta influéncia foi muito pequena se comparada a
influéncia da fregiiéncia de pulsacio.

Nos casos em que a freqiiéncia de pulsagéio ¢ baixa (entre 0,10 pulsos/segundo e 0,20
pulsos/segundo) a influéncia da vazdo total das fases no Indice de Recuperagio do Soluto
foi pequena, porém mais significativa do que a altas freqiiéncias de pulsacio (1
pulso/segundo), podendo-se considerar que o Indice de Recuperagéio do Soluto tenha sido
independente da vazio total das fases. Com a freqiiéncia de pulsagio de 0,33
pulsos/segundo, observou-se um maior aumento do indice de Recuperagio do Soluto com o
aumento da vazfo total das fases. Talvez este comportamento tenha ocorrido devido ao

efeito da interagBo entre a vazio total das fases e a fregiiéncia de pulsacdo.

Em resumo, pode-se concluir que o efeito da vaziio total das fases no Indice de
Recuperagdo do Soluto foi muito pequeno. Pode-se considerar que, a freqiiéncias de
pulsacdo elevadas, o Indice de Recuperagio do Soluto tenha sido independente da vazdo
total das fases.

5.3.2.1.3. Influéncia da Freqiiéncia de Pulsa¢io na Eficiéncia de Separacio

A Eficiéncia de Separacdo é uma medida de quanto o sistema se aproxima do
equilibrio. Para o célculo da eficiéncia, usou-se a equacio 2.7. Espera-se que o aumento da

freqiiéncia de pulsacfio produza maiores valores da Eficiéncia de Separacfio. Neste caso, a
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Eficiéncia de Separacio € uma comparagfo entre as extragdes em continuo e em

descontinuo.

O comportamento da Eficiéncia de Separacfo em relagio a freqiiéncia de pulsacdo
pode ser observado na figura 5.17. Pode ser verificado que o comportamento da Eficiéncia
de Separagdo foi muito semelhante ao comportamento do Indice de Recuperagiio do Soluto.

Na tabela 5.7, encontram-se alguns exemplos dos valores da Eficiéncia de Separagéo
obtidos experimentalmente.

A partir da figura 5.17, constatou-se que a Eficiéncia de Separag@io aumentou com o
aumento da freqii€ncia de pulsacfio, chegando a valores em torno de 100%. Em alguns
casos, valores da Eficiéncia de Separacio superiores a 100 % foram obtidos. Observou-se
gue com freqiliéncias de pulsagfio de 1 pulso/segundo, independente da vazdo total das fases
usada, valores da Eficiéncia de Separagfio em torno de 100% foram obtidos. Verificou-se
que o erro padrio médio dos valores da Eficiéncia de Separagfo obtidos experimentalmente
foi de aproximadamente 10,9 %.

Assim, pode-se concliir que para altas freqiiéncias de pulsagdo, a Eficiéncia de
Separacdo € 0 Indice de Recuperagio do Soluto sdo independentes da vazio total das fases.

Portanto, é melhor trabathar com baixas vazdes.

Tabela 5.7- Variagfio da Eficiéncia de Separacio com a vazio total das fases.

Freqiiéncia | Vazio Total | Eficiéncia de | Freqiiéncia | Vazio Total | Eficiéncia de
de Pulsacdo | das Fases Separacido ]| de Pulsa¢io | das Fases Separacio
(pulsos/segundo) (mL/min) (%) (pulsos/segundo) (mL/min) (%)
0,14 4,7 38,7 1 4,7 113,4
0,14 6,5 48,2 1 6,5 89,8
0,14 10,9 51,9 1 10,9 103,5

Observou-se uma tendéncia de aumento da extragfio, ou seja, da Eficiéncia de

Separagio com o aumento da freqiiéncia de pulsagfio para as vazdes total das fases
estudadas. Esta tendéncia foi observada porque com freqiiéncias mais elevadas ocorre uma

maior quebra das gotas da fase dispersa no interior da micro-coluna e isso facilita o
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transporte de soluto, no caso o citocromo b5, entre as duas fases, devido ao aumento da
drea iterfacial de contato entre elas. O aumento da freqiiéncia de pulsagiio aumenta a
agitagdo das fases no interior da micro-coluna e conseqiientemente a mistura entre elas. Isso
favorece a transferéncia de massa e faz com que o sistema se aproxime mais ainda do
equilibrio. Com um maior contato entre as fases, certamente maiores valores para a
Eficiéncia de Separagiio devem ser obtidos. A excecdo a este comportamento foi observada,
como no estudo do Indice de Recuperagio do Soluto, para a vazdo total das fases de 6,5
ml./min e entre as freqii€ncias de pulsagio de 0,10 pulsos/segundo e 0,14 pulsos/segundo.

Embora experimentalmente tenha sido observado o arraste da fase dispersa pela fase
continua, a freqgiiéncias de pulsacfio e vazdes total das fases elevadas, este arraste foi

pequeno e nfo influenciou o comportamento da Eficiéncia de Separagéo.

Teoricamente, associa-se a fracfo de retencfio da fase dispersa & Eficiéncia de
Separagdo. Contudo, na série de experimentos com vazfo total das fases de 6,5 ml/min, de
acordo com os resultados experimentais obtidos, observou-se que a Eficiéncia de Separagéo
aumentou com ¢ aumento da freqiiéncia de pulsagio, porém na andlise da fracdo de retengdio
da fase dispersa (figura 5.5), observou-se a presenga de um ponto de méximo. A fragfo de
retenciio da fase dispersa aumentava até a freqgliéncia de pulsago de 0,2 pulsos/segundo, a
partir dessa freqiiéncia de pulsagdo, ocorreu um decréscimo da fracfio de retencfio da fase
dispersa com o aumento da freqii€ncia de pulsagBo, provavelmente devido ao arraste da fase
dispersa pela fase continua. Contudo, esta diminuicdo da fragfo de retengio da fase dispersa
nio causou a diminui¢io da Eficiéncia de Separaciio e portanto, ndo influenciou o
comportamento desta grandeza. Provavelmente isto ocorreu porque, mesmo havendo o
arraste da fase dispersa pela fase continua, o tempo e a drea de contato entre as fases, além
do niimero de gotas presentes durante o processo de extragfio fazem com que elevadas taxas

de transferéncia de massa alcancadas.
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120 g e o B 55 £ £ e R 8 5 et B s
Vazio Total das Fases:
100 + 4.7 ml/min
80 L 6.5 ml./min
310,99 ml/min

Eficiéncia de Separacio (%)

C.1 0,14 0,2 0,33 1
Frequéncia de Pulsacdo (pulsos/segundo)

Figura 5.17 - Influéncia da freqiiéncia de pulsagfo e da vazfo total das fases na
Eficiéncia de Separagio.

Assim, de acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que o sistema alcangou o
equilibrio, ou pelo menos aproximou-se dele, quando a freqiiéncia de pulsagio de 1
pulso/segundo foi usada, independentemente da vazio total das fases. Pode-se chegar a esta

conclusdio porque os valores da Eficiéncia de Separacfo nestes casos foram préximos, ou
superiores, a 100 %.

Pode-se também concluir que a micro-coluna teve uma operago estavel, onde o

comportamento esperado, o aumento da Eficiéncia de Separagio com o aumento da

freqiiéneia de pulsagdo, fol observado.

Esta micro-coluna apresentou um excelente desempenho na extragéo de citocromo b5

com o sistema de duas fases aquosas usade nos experimentos.
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5.3.2.1.4. Influéneia da Vazide Total das Fases na Eficiéncia de Separaciio

O comportamente da Eficiéncia de Separagfio em relagfo & vazfo total das fases ¢
observado na figura 5.17. Observou-se que o comportamento da Eficiéncia de Separacéic em
relagio & vazdo total das fases foi muito semelhante ao comportamento do Indice de

Recuperagio do Soluto.

Observou-se na figura 5.17 e na tabela 5.7, que a Eficiéncia de Separacfio aumentou

com o aumento da vazio total das fases.

Espera-se que ocorra um aumento da Eficiéncia de Separagdo com o aumento da
vazfo total das fases. Como ji foi comentado anteriormente, isto ocorre porque com o
aumento da vazdo total das fases, aumenta a agitacfo imposta ao sistema. O aumento da
vazfio total das fases também provoca o aumento da turbuléncia causada pela elevagio da

velocidade superficial do escoamento, 0 que proporciona methores indices de mistura das
fases.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que ocorreu um aumento da
Eficiéncia de Separagiio com o aumento da vazdo total das fases. Contudo, a influéncia da

vazio total das fases na Eficiéncia de Separacdo foi pequena.

Com freqiiéncias de pulsacfo elevadas, verificou-se que a Eficiéncia de Separagdo era
independente da vazdio total das fases, como pode ser observado na tabela 5.7 e na figura
5.17.

Assim, pode-se concluir que a vazio total das fases mfluenciou a Eficiéncia de
Separagfio, contudo esta influéncia foi muito pequena, principalmente se comparada a

influéneia da freqiiéncia de pulsacio.

Porto (1998) observou que para a maioria dos sistemas analisados, a Eficiéncia de
Separacdc foi praticamente independente da vazdo total das fases, no estudo da extragio de
BSA (bovine serum albumin) em uma coluna de discos perfurados rotatives (PRDC) com

sistemas de duas fases aquosas PEG-Fosfatos de potéssio.
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Como ja foi comentado anteriormente para o Indice de Recuperagio do Soluto, com
freqiiéneias de pulsagio baixas (entre 0,10 pulsos/segundo e 0,20 pulsos/segundo), a
influéncia da vaz8o total das fases na Eficiéncia de Separac@io foi pequena, porém mais
significativa do que a altas freqliéncias de pulsagiio (I pulso/segundo), onde pode-se
considerar que a Eficiéncia de Separagfo era independente da vazdo total das fases. Com a
freqiiéncia de pulsagio de 0,33 pulses/segundo, observou-se uma maior influéncia da vaziio
total das fases na Eficiéncia de Separacfio. Assim, com a freqgiiéncia de pulsagiio de 0,33
pulsos/segundo, verificou-se um maior aumento da Eficiéncia de Separacfo com o aumento
da vazio total das fases do que a freqiiéncias pulsagio mais baixas. Provavelmente, este
comportamento tenha ocorrido devido ao efeito da interagfio entre a vazdo total das fases e

a freqliéncia de pulsacéo.

De acordo com esta andlise, pode-se concluir que a fregiiéncia de pulsagdo exerceu
uma influénecia bem maior no comportamento da Eficiéncia de Separacdo do que a vazdo
total das fases. A vazio total das fases exerceu uma influéncia muito pequena no

comportamento da Eficiéncia de Separagio.

5.3.2.1.5. Influéncia da Freqiiéncia de Pulsac¢dio no Coeficiente de Transferéncia
de Massa (kaa)

O comportamento do Coeficiente de Transferéncia de Massa em fungo da freqiiéncia

de pulsacio pode ser observado na figura 5.18.

Observou-se um aumento no Coeficiente de Transferéncia de Massa com o aumento
da freqiiéncia de pulsagdo. Isto ocorreu porque o aumento da freqiiéncia de pulsac8o
melhora a mistura entre as fases, diminui o tamanho médic das gotas da fase dispersa,
aumenta o nimero de gotas e com isso, aumenta a area de contato interfacial entre as fases.
Devido a esses fatores, ocorre um aumentc da taxa de transferéncia de massa, ja que esta é

diretamente proporcional a area de contato interfacial.

Novamente, uma excecdo a este comportamento foi verificada com a vaz&o total das
fases de 6,5 mL/min e com freqiiéncias de pulsacfio variando de 0,10 pulsos/segundo a 0,14

pulsos/segundo. Nesta situagfo, observou-se uma diminuicBo no Coeficiente de
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Transferéncia de Massa com o aumento da freqliéncia de pulsagdo. Este comportamento ja

fol comentado nas analises anteriores.
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Figura 5.18 - Influéncia da freqliéncia de pulsagfio e da vazio total das fases no

Coeficiente de Transferéncia de Massa.

Nos trabalhes de Jafarabad et 2] (1992 a e b) e Pawar et al (1997), ¢ mesmo
comportamento foi observado, ou seja, 0 aumento do Coeficiente de Transferéncia de Massa
com o aumento da velocidade de agitagdo na coluna e com o aumento da velocidade

superficial da fase dispersa.

Os valores do Coeficiente de Transferéncia de Massa obtidos no presente trabalho,
foram da mesma ordem de grandeza dos obtidos por Porto (1998) em uma coluna de discos
perfurados rotativos (PRDC) e maiores do que os obtidos por Jafarabad et al (1992 aeb)e

Pawar et al (1997) em colunas “spray”, York-Scheibel e “spray” modificada.
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5.3.2.1.6. Influéncia da Vazio Total das Fases no Coeficiente de Transferéncia de

Massa

O comportamento do Coeficiente de Transferéncia de Massa em relacfio a vazio total
das fases € observado na figura 5.18.

Observou-se um aumento do Coeficiente de Transferéncia de Massa com ¢ aumento
da vazdo total das fases.

Isto ocorre porque o aumento da vazdo total das fases promove um aumento da
mistura entre as fases e da turbuléncia no sistema. Estes fatores aumentam a 4rea e o tempo
de contato entre as fases e assim, o Coeficiente de Transferéncia de Massa aumenta. O
Coeficiente de Transferéncia de Massa é diretamente proporcional 4 drea de contato entre as
fases.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a vazio total das fases
exerceu uma importante influéncia no Coeficiente de Transferéncia de Massa, em todas as
freqiiéncias de pulsacéio estudadas, exceto para 1 pulso/segundo e vazdes total das fases de
4,7 mL/min e 6,5 mL/min. Neste caso, os valores do Coeficiente de Transferéncia de Massa

foram aproximadamente iguais.

Os resultados obtidos por varios autores (Sawant et al, 1990; Jafarabad et al, 1992 a e
b e Pawar et al, 1997) com sistemas de duas fases aquosas mostram um aumento do
Coeficiente de Transferéncia de Massa com o aumento da velocidade da fase dispersa, j& que
o tamanho das gotas, a altas velocidades € menor e produz altas areas de transferéncia de

massa.

Os valores obtidos por Porto (1998) na extragiio de citocromo b5 (0,06 min™) foram
bem parecidos com os obtidos peste trabalho (0,0536 min™, em sistemas formados com PEG
1000 ¢ 0,0723 min’, em sistemas formados com PEG 1500).

O erro padrio nas medidas do Coeficiente de Transferéncia de Massa era de
aproximadamente 20 % das medidas.
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5.3.2.1.7. Extracdo de Citocromo b5 em Sistemas de Duas Fases Aquosas
Formados com PEG 1500

De acordo com o estudo apresentado anteriormente, as melhores condigdes de

operagdo da micro-coluna foram:
» Vaziio Total das Fases: 4,7 ml/min (vazio total das fases baixa)
* Freqiiéncia de Pulsagdo: 1 pulso/segundo (fregliéncia de pulsagio alta}

Estas condigdes foram obtidas nos estudos anteriores, com a andlise apenas da

transferéncia de citocromo b5.

Escolheu-se a freqiiéncia de pulsacdo de 1 pulso/segundo, porque neste valor da
fregiiéncia de pulsacdo, obteve-se valores da Eficiéncia de Separacfio de aproximadamente
100 %, mdependente da vazio total das fases escolhida.

A vazio total das fases escolhida foi de 4,7 mL/min porque com esta vazdo total das
fases, o arraste foi bem pequeno. Com maiores valores da vazdo total das fases, o arraste
aumentava. O arraste nfio afetou o comportamento da extracfio por ter sido pequeno.
Contudo, ele deve ser evitado, visando ndo prejudicar as etapas de purificagfio posteriores.

Além disso, o arraste reduz a transferéncia de massa.

Foi também observado que com estas condigdes de operacio, obteve-se um bom

desempenho do equipamento e uma operagdo estavel.

Realizou-se a extragdo de citocromo b5 em sistemas formados com PEG 1500,
usando-se a melhor condigdo de operagio da micro-coluna e com a composi¢do do sistema
de duas fases aquosas escolhido nos experimentos em descontinuo. O PEG 1500 foi
escolhido por ser um produto nacional, de preco mais acessivel e que apresenta
propriedades e comportamento de extragio semelhantes aos do PEG 1000, que foi

considerado o mais adequado & extragdo do citocromo b5, a partir do seu extrato bruto.

Nestes estudos, também analisou-se a recuperagio total de citocromo b5 e de proteina
total, além do fator de purificagfo.
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Também aumentou-se a concentracio de extrato bruto na fase rica em PEG na entrada
da micro-coluna, ja que o extrato é diluido nesta fase. Na faixa estudada ( de 1 g/100 mL a
10 g/100 mL), a concentracdo inicial do exirato bruto nfo alterou o comportamento da

extragio.

A extragfo de citocromo b3 foi realizada utilizando-se um sistema de duas fases
aquosas constituido de 16,2 % {(p/p) de PEG 1500 e 14,3 % (p/p) de Fosfates de potéssio,
com pH 7,3.

O comportamento do sistema durante os 70 minutos de operago da micro-coluna
pode ser observado na figura 5.19. Nesta figura, pode-se verificar o perfil da concentragio
de citocromo b3 nas fases rica em PEG e rica em sal, em relagfo ao tempo de operacdo da

micro-coluna.

Pode-se verificar na figura 5.19, que o sistema apresentou pequenas oscilagdes e que o
estado estaciondrio foi alcancado aproximadamente aos 30 minutos de operagfo da micro-

coluna. Além disso, pode ser observado que a micro-coluna teve operagéo estdvel

Observou-se um aumento crescente da quantidade de citocromo b5 transferida da fase
rica em PEG para a fase rica em sal e consegiientemente, uma diminuicio na concentragio
de citocromo b5 na fase rica em PEG. Esta transferéncia foi mais intensa nos primeiros 20

minutos de opera¢do da micro-coluna, sendo que apds este tempo, a variagio foi menor.

Ao fim da operacfio da micro-coluna, houve uma recuperacfo de 55,6 % de citocromo
b5 na fase rica em sal e 6,7 % da protefna total na fase rica em sal. Esta recuperagdo ¢
relativa 4 concentracio que entra na coluna. Porém, em relagfo 4 quantidade de citocromo
b5 que foi recuperada em ambas as fases, aproximadamente 81% do citocromo b3

recuperado se concentrou na fase rica em sal.

Porto (1998), em estudos em uma coluna de discos perfurados rotatives, obteve
resultados semelhantes, alcangando cerca de 78 % de recuperacic de citocromo b5 na fase

extrato.
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Figura 5.19 - Comportamento da extragfio de citocromo b5 a partir do seu extrato
bruto, durante ¢ tempo de operagfo da micro-coluna. CondigSes de operagdio empregadas:

Fregliéncia de Pulsagfio - 1 pulso/segundo e Vazio Total das Fases - 5,2 ml/min.

Um resumo dos resultados obtidos na extracio continua do citocromo b5 a partir de
seu extrato bruto, com sistemas de duas fases aquosas formado por PEG 1500-Fosfatos de
potdssio, na melhor condicdo de operagfo da micro-coluna de campénulas pulsantes €

mostrado a seguir:

° Fregiiéncia de Pulsacdio: 1 pulso/segundo (freqiiéncia de pulsacdo alta)
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* Vazdo Total das Fases: 5,2 ml/min (vazio total das fases obtida na posicio de
vazdo baixa da bomba peristaltica)

» indice de Recuperacio do Soluto: 81% + 7,8%

+ Eficiéncia de Separacfio: 113,5% + 10,9%

« Coeficiente de Transferéncia de Massa: 0,0723 min” £ 0,0132 min”
* Percentagem de Recuperacgiio Total de Citocromo b5: 68,5%

* Percentagem de Recuperaciio Global de Proteina Total: 40,6%

* Fator de Purificacio: 8,3

Em comparaciio com os resultados obtidos na extragio em descontinuo, observou-se
na extragdo continua, uma diminuigdo do fator de purificacio e um aumento da recuperagéio
de proteina total, sendo que a recuperagiio de citocromo b5 também foi maior. Esta
comparacfio ¢ apresentada na tabela 5.8. Assim, nfio ha perda de citocromo b5 devido a

agitacfo imposta ao sistema na micro-cohuna.

Tabela 5.8 - Comparacdo entre a extracio continua e descontinua de citocromo b5.

Extracio Descontinua Extracio Continua
Fator de Purificacio 11,2 83
Recuperaciio de
citocromo b5 (%) 588 68,3
Recuperagiio de Proteina
Total (%) 7.8 40,6
Percentagem de citocromo 71.4 81
b5 na fase rica em sal (%) ’

As grandes vantagens da operagfio continua sfo a economia de teropo, ja que o

sistema atinge o equilibrio mais rapidamente, ¢ a répida separacio das fases no interior da



166 Capituio 3 - Resultados e Discussgo

micro-coluna. A separagdo das fases ocorre devido a acfio da gravidade, sem a necessidade
do uso de centrifugas industriais. Geralmente, em operagles continuas, ¢ possivel o
processamento de um maior volume de soluciio, em um equipamento relativamente pequeno

e com um tempo de operagdo do equipamento menor do que em outros processos.
5.3.3. Extraciio de Ascorbato oxidase

A fim de verificar se a massa molecular da proteina exerce alguma mfluéncia no
comportamento da extragio continua na micro-coluna de campénulas pulsantes, realizou-se
a extragdio da ascorbato oxidase, a partir de seu extrato bruto, usando-se o sistema de duas
fases agquosas, cuja composi¢io foi selecionada nos experimentos de extragfo descontinua e
as melhores condicSes de operagdo da micro-coluna, obtidas no estudo da extragio de

citocromo b3.

Para a ascorbato oxidase, o sistema de duas fases aquosas escolhido foi 16,2 % (p/p)
de PEG 1500 ¢ 14,3 % (p/p) de Fosfato de potéassio, com pH 6,0.

Novamente, observou-se que a operago da micro-coluna foi estavel e que ndo houve
perda de atividade da ascorbato oxidase, devido a utilizagio da micro-coluna no processo de
extragdo. Isto comprovou que a agitagio imposta ao sistema, através das campéanulas

pulsantes, nfo foi agressiva ao sistema e nfo ocorreu a desnaturag@o da enzima.

O comportamento do sistema, durante a operagdo da micro-coluna, pode ser
observado nas figuras 5.20 e 5.21.

Nestas figuras, observa-se um aumento crescente da transferéncia de proteina total e
da atividade de ascorbato oxidase da fase rica em PEG para a fase rica em sal, durante o
periodo de operagio da micro-coluna. O sistema apresentou um comportamento semelhante

ao observado na extra¢io do citocromo b5.
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Figura 5.20 - Comportamento da extragio de ascorbato oxidase, a partir do seu
extrato bruto, durante o tempe de operagfo da micro-coluna. Condigdes de operaglio
empregadas: Freqiiéncia de Pulsacdo - 1 pulso/segundo e Vazdo Total das Fases - 5,2
mL/min.

Enquanto as concentracles de ascorbato oxidase e de proteina total aumentaram na
fase rica em sal, elas diminufram na fase rica em PEG. Observou-se que nos primeiros 30
minutos de operacfio da micro-coluna, esta transferéncia de massa foi mais intensa. Apés

este periodo, a transferéncia de massa foi menor.
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Figura 5.21 - Comportamento da extracdo de proteina total, a partir do extrato bruto
de ascorbato oxidase, durante o tempo de operagio da micro-coluna. CondigBes de
operacdo empregadas: Freqii€ncia de Pulsacfio - | pulso/segundo e Vazio Total das Fases -
5,2 mL/min.

A seguir, encontra-se um resumo dos resultados obtidos na extra¢fio continua de
ascorbato oxidase, a partir de seu extrato bruto, com um sistema de duas fases aquosas
formado por PEG 1500-Fosfatos de potassio, empregando-se a melhor condicdo de
operagio da micro-coluna de campanulas pulsantes, obtida nos experimentos com ©

citocromo b3.
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» Freqiiéncia de Pulsacdo: 1 pulso/segundo (fregiiéncia de pulsacgfio alta)

» Vazdo Total das Fases: 5,2 mlL/min (vazdo total das fases baixa)

« indice de Recuperaciio do Soluto: 61,7% + 7,8%

« Eficiéncia de Separacio : 99,9% + 10,9%

» Coeficiente de Transferéncia de Massa : 0,0474 min" + 0,0132 min™

* Percentagem de Recuperagio Total da Atividade da Ascorbato oxidase: 51,7%

* Percentagem de Recuperacio Global de Proteina Total: 77,2%

» Fator de Purificacdoe: 1,34

Em comparagfio com os resultados obtidos em descontinuo, observou-se na extracio

continua uma diminuicio do fator de purificagio e um aumento da percentagem de

recuperagio total da proteina total, sendo que a recuperagfo total da atividade da ascorbato

oxidase foi um pouco menor. Esta comparagio € apresentada na tabela 5.9.

Tabela 5.9 - Comparagdo entre a extragiio continua e descontinua de ascorbato

oxidase.
Extragiio Descontinua Extragio Continua
Fator de Purificacio 2,75 1,34
Recuperacio de

ascorbato oxidase (%) >7.8 S1.7

Recuperagiio de Proteina 11
Total (%) 6 71,2

Percentagem de ascorbato

oxidase na fase rica em sal 61,7 61,7

(%)
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Talvez este aumento da recuperagdo de proteina total tenha ocorrido porque a
agitacdo pode dificultar a precipitagdo de parte do material que compde o extrato na
interface entre as fases, como aconteceu na extracdo descontinua. Além disso, a agitagio
pode influenciar a transferéncia de proteinas, fazendo com que a percentagem de
recuperacio de proteinas aumente. Experimentalmente, observou-se, no fim do periodo de
operagio da micro-coluna, a formacfo de um precipitado alaranjado na interface entre as

fases que permaneceram no interior da micro-coluna.

Com a anilise destes resultados, pode-se concluir que o Coeficiente de Transferéncia
de Massa e a Eficiéncia de Separag@io, aparentemente, foram independentes da massa
molecular da proteina a ser extraida. A variacdo nos valores do Coeficiente de Transferéncia
de Massa e da Eficiéncia de Separacdo nio foram significativos e pode-se considerar que

estas grandezas nfo foram dependentes da massa molecular da proteina.

Outra observaciio importante € que nfo ocorreu a desnaturagfo da enzima durante o

processo de extracfo estudado.

Os resultados obtidos mostraram que foi possivel a utilizagdo da extragfio continua em
colunas de extragdo, visando a extragdo e purificaglo de protefnas, usando-se sistemas de
duas fases aquosas. Além disso, o equipamento desenvolvido neste trabalho mostrou-se
bastante eficiente e foi comprovado que a agitacdio através das campénulas pulsantes nfio
provocou a desnaturagfio de enzimas. Além disso, o equipamento teve uma operaciio estavel

e apresentou um excelente desempenho.

5.4. Aplicagio da Metodologia do Planejamento Experimental para a Analise dos

Efeitos das Variaveis Estudadas

Usou-se a metodologia do planejamento experimental (Barros Neto et al, 1996) para a

analise da influéncia das varidveis estudadas na extragio em continuo na micro-coluna.

Para o célculo dos efeitos das varidveis e da interagio entre elas, foi necessario usar
apenas dois niveis para cada variavel. O nivel representa os valores assumidos pela variavel.
O nivel superior foi considerado o maior valor assumido pela varidvel e o nivel inferior foi

considerado © menor valor assumido pela varidvel.
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Optou-se por considerar o nivel inferior (-) como sendo 0,14 pulsos/segundo para a
freqiiéncia de pulsacio € 4,7 mL/min para a vazdo total das fases e como nivel superior (+),

1 pulso/segundo para a freqiiéncia de pulsagfo e 10,9 mL/min para a vazio total das fases.

Para o célculo dos efeitos das variaveis nas grandezas analisadas, construiu-se a matriz
do planejamento como € mostrado por Barros Neto et al (1996). A matriz de planejamento
(4 X 4) foi composta pelos niveis relativos a cada variavel e & interagfo entre as variaveis (a
interagiio € a multiplicacfio entre os sinais dos niveis de cada varidvel). Uma outra matriz (1
X 4) foi composta pelos valores da grandeza analisada, que foram obtidos
experimentalmente, Esses valores eram relativos aos mniveis das varidveis, que se

encontravam nas linhas correspondentes da matriz 4 X 4.

Em todos 0s casos, foi realizado um planejamento fatorial 2 X 2 (duas varidveis e dois

niveis).

As analises, realizadas a partir dos valores dos efeitos de cada varidvel, estio de
acordo com o comportamento observado nos graficos anteriormente apresentados. Através
desta analise, comprovou-se que o planejamento fatorial € uma excelente ferramenta para a

andlise e planejamento experimentais.

Como realizou-se apenas dois experimentos com a vazio total das fases elevada, nio
foi possivel a realizacdo da andlise das superficies de resposta. Com esta andlise, seria
possivel obter um modelo para a predigio das grandezas estudadas em funcfio das varidveis
operacionais. Porém, este modelo seria valido somente na faixa de valores estudados, a

extrapolagio ndo ¢ aconselhada.
5.4.1. Fracio de Retencdo da Fase Dispersa

O desvio padrio (s) nas medidas foi calculado através da equagdo 5.6, que € mostrada
a seguir.

s= {[UN-DI[E (% - %)’} (5.6)



172 Capitulo 5 - Resultados € Discussio

Onde: N ¢ o nimero de experimentos (repeticdes) realizados, x; € a grandeza medida e

Xim € 2 média entre os resultados obtidos (média entre as repeti¢des realizadas).
O desvio padrio das medidas da fragfo de retencfo da fase dispersa é 7,25.

Sabe-se que o desvio padriio dos efeitos (Sexio) para este caso, € dado pela equagio
apresentada a seguir:

Sefeito = (57/2)"? 6.7
Assim, o desvio padrdo dos efeitos é: segito = 5,13

A matriz do planejamento € mostrada a seguir. Chamou-se: P, a variavel referente a
freqiiéncia de pulsagdo, V, a varidvel referente 4 vazio total das fases e PV, a interag8o

entre as duas variaveis.

Freqiiéncia de Vazdo Total das  Fracio de Retencio
Ensaio Pulsacio Fases (mL/min) da Fase Dispersa
(pulsas/segundo) (%)
1 0,14 4,7 9,17
2 1 4,7 17,36
3 0,14 10,9 15,08
4 1 10,9 42,52

Substituindo-se os sinais referentes aos niveis, tem-se:

Fragdo de
Retengéo da
Ensaio P A\ PV Fase Dispersa
(%)
1 - - + 9,17
2 + - - 17,36
3 - + - 15,08

4 + + + 42,52
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Assim, calculou-se os efeitos referentes a cada variavel através da multiphicagfo de
cada coluna com os sinais relativos aos niveis de cada varidvel e a coluna com os valores das
grandezas medidas. O efeito € o valor assim obtido dividido por 2. Os célculos realizados

sdo mostrados a seguir.
P=1/2{-9,17+17,36-15,08+42,52} =17,815£5,13
V=1/2{-9,17-17,36 +15,08 + 42,52} = 15,535 £ 5,13
PV =1/2 {5,17-17,36- 15,08 +42,52} = 9,625 £ 5,13

Através dos valores dos efeitos calculados, observou-se que todos os efeitos foram
importantes para a fracfio de retencéo da fase dispersa. Embora o efeito de interagdo entre as

varidveis tenha sido menor que os demais efeitos, ele também foi significativo.

Deve ser ressaltado que é muito importante comparar os efeitos calculados com o
desvio padrio dos efeitos. Neste caso, o desvio padrdo era menor do que todos os efeitos
calculados, portanto todos os efeitos foram significativos, embora em maior ou menor

intensidade.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o aumento da vazio total
das fases e da freqiiéncia de pulsag@o provocaram um aumento da fragfio de retencdo da fase
dispersa, j& que todos os efeitos atuaram de maneira positiva na fracfio de retencfio da fase
dispersa. A interagio entre as varidveis também foi significativa e atuou positivamente na
fracdo de retencfo da fase dispersa. Isto ocorreu porgue os efeitos calculados tiveram sinal

POSItIvo.

Conforme pode ser visto na figura 5.22, as tendéncias observadas nos experimentos
estdo em concorddncia com os resultados e conclusdes obtidos através da aplicagio da
metodologia de planejamento experimental. Na figura 522, observa-se que tanto a
freqiiéneia de pulsacfio quanto a vazdo total das fases exerceram uma importante influéneia
na fracfo de retencdo da fase dispersa. A tendéncia observada € de um aumento da fracfio de

retencdio da fase dispersa com o aumento dessas varidveis.
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Figura 5.22 - Comportamento da fracdo de retengfo da fase dispersa para sistemas de
duas fases aquosas PEG 1000-Fosfatos de potassio, em pH 7,3, em relagio as vanaveis:

freqiiéneia de pulsacio e vazio total das fases.

Porém, na andlise realizada através da metodologia de planejamento experimental,
avaliou-se apenas dois niveis da vazdo total das fases (4,7 mL/min e 10,9 mL/min). Assmm, a
tendéncia de diminuicio da fragio de retenclio da fase dispersa com o aumento da
fregiiéncia de pulsacéio, observada com a vaz8o total das fases de 6,5 mL/min, nfo pode ser
prevista usando-se apenas esses dois niveis estudados. Portanto, neste caso, a realizagfo de
mais experimentos foi importante, mostrando a possibilidade da ocorréncia de um

comportamento diferente do esperado, devido ao arraste da fase dispersa pela fase continua.
5.4.2. Indice de Recuperagio do Soluto

De maneira semelthante ao item anterior, calculou-se os efeitos das variaveis estudadas

no Indice de Recuperacio do Soluto.

Os seguintes resultados foram obtidos:
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P=395+%5,52
V=-0,5+5,52
PV =-6,5%+5,52

Analisando-se os resultados obtidos, observou-se que o efeito da vazio total das fases
ndo influenciou o comportamento do Indice de Recuperagio do Soluto, ou seja, o efeito
relativo & vazdo total das fases nfio foi significativo. O efeito relativo 4 fregiiéncia de
pulsagfo foi bastante significativo e o efeito da interagdo entre as varidveis foi pequeno, se
comparado ao desvio padrfio dos efeitos, portanto esta varidvel exerceu uma pequena

influéncia no Indice de Recuperagio do Soluto.

O efeito da freqliéncia de pulsagfio foi positivo, portanto o aumento da freqiléncia de
pulsagio provocou um aumento do Indice de Recuperagdo do Soluto. O efeito da interagdo
entre as varidveis (PV) foi negativo, portanto, o aumento desta interagfo provocou uma

diminuicio do Indice de Recuperagio do Soluto.

De acordo com a figura 5.23, as tendéncias observadas nos experimentos estio em
concordancia com os resultados e concluses obtidos através da aplicagdo da metodoiogia
de planejamento experimental. Na figura 5.23, observa-se que a freqiiéncia de pulsacdo
exerceu uma importante mfluéneia no Indice de Recuperacdo do Soluto. Contudo, a vazio
total das fases exerceu uma pequena influéneia no Indice de Recuperagio do Soluto, sendo

que esta influéncia nfo foi significativa.

A tendéncia observada é de um aumento do Indice de Recuperaciio do Soluto com o
aumento da freqiiéneia de pulsagfo. O efeito da variagfo da vazdo total das fases ndo foi
significativo, principalmente se comparado ao efeito da freqiéncia de pulsagfio, que foi

bastante significativo.
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Figura 5.23 - Comportamento do Indice de Recuperagio do Soluto na extragho

continua de citocromo bS5 com sistemas de duas fases aquosas PEG 1000-Fosfatos de

potassio, em pH 7,3, em relagio as varidveis: freqiiéncia de pulsagfo e vazdo total das fases.

5.4.3. Eficiéncia de Separacie

Os seguintes efeitos foram caleulados, da maneira apresentada anteriormente:

P=632+77T1

V=1069+77]

PV=-11,57T+771

Observou-se que o efeito da vazdo total das fases nfio foi significativo, ja que seu valor

foi menor do que o desvio padrio.
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A freqliéncia de pulsagBio exerceu o efeito mais importante sobre a Eficiéncia de
Separa¢fo. O aumento da freqiiéneia de pulsacfio provocou um aumento da Eficiéneia de
Separagdo. A interacgfio entre as duas variaveis foi significativa, porém bem menos do que a
freqliéncia de pulsago. Um aumento da interagfio entre as varidveis provocou uma

diminuicio da Eficiéncia de Separagdo, jd que o efeito tinha sinal negativo.

Conforme pode ser visto na figura 5.24, as tendéncias observadas nos experimentos
estdo em concorddncia com os resultados e conclusSes obtidos através da aplicacdio da

metodologia de planejamento experimental.
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Figura 5.24 - Comportamento da Eficiéncia de Separacio na extraglio continua de
citocromo b3 com sistemas de duas fases aquosas PEG 1000-Fosfatos de potassio, em pH

7.3, em relacio as variaveis: freqiiéncia de pulsagfio e vazio total das fases.

Como ocorreu na andlise do Indice de Recuperagdo do Soluto, observa-se na figura

5.24 que a freqiiéncia de pulsagio exerceu uma importante influéneia na Eficiéncia de
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Separacfio. Porém, a vazio total das fases exerceu uma pequena influéncia na Eficiéncia de

Separagdo, sendo que esta mfluéneia nfio foi significativa.

A principal tendéncia observada é de um aumento da Eficiéncia de Separagfo com o
aumento da freqliéncia de pulsacfio. Como ja foi comentado, o efeito da variagio da vazdo
total das fases nfo foi significativo, principalmente quando comparado ao efeito da

fregiiéncia de pulsago, que foi mais importante.
5.4.4. Coeficiente de Transferéncia de Massa

Os seguintes efeitos foram calculados:
P =0,0568 £ 0,0096

V =0,0446 £ 0,006

PV =0,0162 + 0,0096

Com relagio ao Coeficiente de Transferéncia de Massa, observou-se que todos os
efeitos foram importantes e exerceram uma influéncia significativa sobre o Coeficiente de

Transferéncia de Massa.

Um aumento da freqiiéncia de pulsagfio, da vazdo total das fases e da interagfo entre
estas duas varidveis, provocaram um aumento no Coeficiente de Transferéncia de Massa, ja

que todas as varidveis exerceram um efeito positivo, ou seja, tinham um sinal positivo.

Todos os efeitos foram maiores do que o desvio padrio dos efeitos. Observou-se
também que os efeitos das varidveis individuais foram bem maiores do que o efeito de

interagdo entre as varidveis.

De acordo com a figura 5.25, as tendéncias observadas nos experimentos estic em
concordancia com os resultados e conclusdes obtidos através da aplicacfio da metodologia
de planejamento experimental. Na figura 5.25, observa-se que tanto a freqiiéneia de pulsacio

quanto a vazfo total das fases exerceram uma importante influéncia no Coeficiente de
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Transferéneia de Massa. A tendéncia observada € de um aumento do Coeficiente de

Transferéncia de Massa com o aumento dessas varidveis.

0,12 e e
&
01 T Vazio Total das
Fases:
0,08 — —— 4,7 ml/min
= - = 6,5 mL/min
£ 006 + . & 10,9 ml/min

Coeficiente de Transferéncta de Mass

01 0,14 02 033 1

Frequéncia de Pulsacdo (pulsos/segundo)

Figura 5.25 - Comportamento do Coeficiente de Transferéncia de Massa na extracio
continua de citocrome b5 com sistemas de duas fases aquosas PEG 1000-Fosfatos de

potassio, em pH 7,3, em relaco as varidveis: freqiiéncia de pulsacio e vazio total das fases.

Portanto, os resultados obtidos nestas analises, baseadas no planejamento fatorial,
estio em concordincia com as andlises realizadas nos itens anteriores € com o

comportamento observado nos graficos.
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6.1. Conclusdes

Este trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento e o estudo de uma
micro-coluna de extragfio liquido-liquido para a aplicagdo em processos de purificagdo de
proteinas. A fim de obter uma agitacfio eficiente, mas suave para evitar a desnaturagiio das
enzimas e a perda das principais propriedades das proteinas, usou-se¢ as campanulas
pulsantes para promover a agitacdo. O equipamento desenvolvido é chamado: micro-coluna
de campAnulas pulsantes.

Apés realizado o trabalho, pode-se conchuir que o equipamento desenvolvido €

bastante eficiente e merece ser mais estudado.
Algumas das conclusGes obtidas sfo:

» A micro-coluna de campénulas pulsantes apresentou um excelente desempenho ¢ a
operacdo foi estavel, em todas as condigdes estudadas.

» Foi comprovado que a agitacdo imposta ao sistema através das campénulas pulsantes
ndo provocou a desnaturagfo da enzima estudada, a ascorbato oxidase, nas condicdes

operacionais (freqiliéncias de pulsagfio e vazdes total das fases) usadas neste trabatho.

« Observou-se a ocorréncia de arraste da fase dispersa pela continua, a fregiiéncias de
pulsagfio ¢ vazdes total das fases elevadas. Porém, este arraste foi muito pequeno e nfo

influenciou o comportamento do sistema.

» Altos valores de Eficiéncia de Separacio (aproximadamente 100%) foram obtidos
nas melhores condigdes de operagfio. O indice de Recuperagio do Soluto apresentou
valores muito satisfatérios, principalmente se considerarmos as possibilidades de

recuperaco encontradas nos experimentos de extragio em descontinuo.

» O comportamento do equipamento mostrou-se independente da massa molecular da
proteina que deseja-se extrair. Obteve-se valores da Eficiéncia de Separagio bem proximos,
na extracio de proteinas de diferentes massas moleculares, usando-se as mesmas condi¢Ges

de operagdo da micro-coluna.
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» Experimentalmente, nfo foi observada a ocorréncia da inundacdio da micro-coluna,
nas condicdes estudadas.

* Nenhum dos modelos para predicio da fragio de retengfo da fase dispersa em
colunas pulsadas, obtidos na literatura, conseguiu predizer os resultados obtidos
experimentalmente.

» A melhor condigfio de operacfio obtida nos experimentos realizados corresponderam
a freqiiéncia de pulsacfio alta e vazio total das fases baixa, com a razdo entre as fases leve e
pesada igual a 1. Deve-se ressaltar que essa condigdo foi escolhida como a melhor, entre as
condi¢cBes testadas.

Estes resuitados demonstram a possibilidade da utilizacfio de sistemas de duas fases
aquosas em processos de extragdo continua de proteinas, a partir de seus extratos brutos. A
extragéo liquido-liquido em continuo € uma promissora técnica alternativa em processos de

purificacfio de biomateriais.

Nzo foi observado nenhum problema durante a operagdo da micro-coluna de
campénulas pulsantes com sistemas de duas fases aquosas. Altos valores de eficiéncia foram
obtidos e a separacfio das fases durante a operagdo foi rapida. O estado estacionario foi
atingido em um tempo relativamente pequeno. Além disso, nfio foi observada a formacéo de

emulsGes estaveis, o que é comum em sistemas biologicos.

O equipamento desenvolvido neste trabatho (2 micro-coluna de campénulas pulsantes)
mostrou-se bastante eficiente e adequado ao trabalho com biomateriais. Além de ser um

equipamento de facil montagem e operagio.

Este estudo € o primeiro em que se emprega o sistema de duas fases aquosas em
colunas pulsadas, visando a purificagio de proteinas. Além disso, 0 equipamento usado, a

micro-coluna de campénulas pulsantes, foi desenvolvido neste trabalho.
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6.2. Sugestoes
Algumas sugestdes para trabalthos futuros sdo:

* Realizar experimentos variando a razfio entre as vazdes das fases leve e pesada, ja
que esta variavel € importante no comportamento da extragio, conforme foi verificado na
literatura.

* Determinar experimentalmente as condi¢cdes de inundagio da micro-coluna.

» Desenvolver correlagdes para a predicio do comportamento do sistema. Obter
correlagdes para a Eficiéncia de Separagio, Indice de Recuperacio do soluto, Coeficiente de

Transferéncia de Massa e Frag8o de Retencio da Fase Dispersa.

» Anilise econdmica do custo do processo e estudo de reciclagem dos reagentes
formadores das fases.

» Testar a operagio da coluna com sistemas de propriedades fisicas (massa especifica,
tenso interfacial, viscosidade) diferentes das propriedades dos sistemas usados.

» Andlise do tamanho das gotas da fase dispersa durante a operagfo da micro-coluna.
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CALIBRACOES
1. Calibraciio da bomba peristaltica:

A bomba peristaltica foi calibrada toda vez que os tubos de viton que conduziam as

fases se desgastavam ou eram trocados.

A ltima calibragfo realizada € mostrada a seguir. Durante os experimentos, realizou-
se as calibragGes por aproximadamente 5 vezes e os valores das vaz@es encontrados,
diferiram muito pouco entre uma calibragfio e outra. A vazdo era selecionada através da

posicdo de um marcador da bomba peristéltica.

Posicio da Bomba Vazio da Vazio da
Fase Leve (rica em PEG)  Fase Pesada (rica em sal)
entrada (mL/min) safida (mL/min)
40 2,8 £0,045 2,4 + 0,022
50 3,8+0,00 3,2 +£0,041
70 5,7+ 0,022 4,8 + 0,020

2. Calibragio do espectrofotometro:

A calibracBo do espectrofotdmetro foi realizada para a quantificagdo das
concentracGes de proteina total nas fases rica em PEG ¢ rica em sal pelo método de Lowry
modificado (Pires et al, 1993). A calibragio foi feita com a proteina BSA (bovine serum
albumin), usada como proteina padréio. Foi observado que a interferéncia dos componentes
das fases foi pequena, para os sistemas bifasicos aquosos estudados. Assim, a calibragio
pode ser feita com agua, como meio onde a proteina era diluida. A variagfio entre as
medidas realizadas com a agua como diluente e com as fases rica em PEG e em sal foram de
aproximadamente 15%. A seguir, apresenta-se os valores medidos na calibragiio e a equagio
obtida a partir destes dados.

A equaco da calibragéo é:

Y=7798 . X-0,1302
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Onde: o coeficiente de correlagio (R?) é 0, 9981
X € a absorbancia obtida a 750 nm

Y ¢ a concentracdo de proteina em g/L

Amostra/Concentraciio (g/L) Absorbiancia a 750 nm
1-19g/L 0,258 = 0,0156
2-0,95 g/L 0,144 = 0,0156
3-0,76 g/L 0,110 = 0,0025
4-047 g/L 0,082 = 0,0134
5-0,32g/L 0,053 +0,0071
6-021 g/L 0,043 + 0,0042
7-0,1g/L 0,036 = 0,0078
8-0,05 g/L 0,018 = 0,0046

Na figura AP1, encontra-se a curva de calibragfo.

; /

1.60 - /
120 — /

2.00

Concentraghio de proteina {g/L)
i

0.80
Q40 —
. !
¢ s
:
00 = ; T ‘ s é |
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Absorbanciza 750 nm

Figura APl - Curva de calibragio do espectrofotdmetro para a medida da
concentracio de proteina através do método de Lowry modificado (Pires et al, 1993).
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RESULTADOS EXPERIMENTAIS OBTIDOS NO ESTADO ESTACIONARIO

Neste apéndice, sdo apresentados os resultados calculados a partir dos dados

experimentais obtidos no estado estacionério.

O sistema empregado foi composto por 17,7 % PEG 1000 (p/p) e 15,7% Fosfatos de
Potéassio (p/p), em pH 7.3, na extragfo de citocromo b3, a partir de seu extrato bruto.

Tabela AP2.1- Resultados experimentais no estado estacionario, obtidos na extra¢fio
de citocromo b5 com sistemas formados com PEG 1000/Fosfatos de potassio.

Frequéncia Vazio total Porcentagem Eficiéncia de Coeficientede Fracfio de
de Pulsaciio das fases  de Extracio Separaciio Transferéncia Retenciio da

(ulsos/s)  (mL/min)  (1)-(%) (B%-(%) oo 1 Fase
(ksa)-(min?)  Dispersa

0,10 45 15 24.92 0,0068 0,1132
0,143 47 26 38,67 0,0130 0,0917
0,20 4,7 39 62,37 0,0231 0,1218
0,33 47 40 66,82 0,0239 0,1174

1 4,7 72 113,42 0,0536 0,1730
0,10 6,5 40 65,00 0,1188 0,1034
0,143 6,5 29 48,15 0,0265 0,3266
0,20 6,5 35 60,18 0,031 0,3186
0,33 6,5 50 79,75 0,0396 0,2103

1 6,5 60 89,76 0,0528 0,242
0,143 10,9 32 51,93 0,0414 0,1508

1 10,9 65 103,54 0,1144 0,4252
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BALANCO DE MASSA

Para um processo de extrago liquido-liquido em contracorrente, o balangco de massa

para ¢ sohito ¢€:
XeF+ Y8 =X;R+YE (ALD)

Onde : Xr € a concentragdo de soluto na alimentacfio. Nos experimentos realizados
neste trabalho, a alimenta¢fo € a fase rica em PEG, na qual o extrato bruto das proteinas
estd diluido. X; € a concentragfo de soluto na fase rica em PEG no topo da coluna, ou seja,
na saida da fase rica em PEG. Y, € a concentrago de soluto na fase rica em sal no fundo da
coluna, ou seja, na saida da fase rica em sal. Y; € a concentragfio de soluto na fase rica em
sal no topo da coluna, ou seja, na entrada da fase rica em sal. F é a vaziio volumétrica da
alimentacdo (entrada da fase rica em PEG), S € a vazio volumétrica da fase rica em sal que
entra na coluna, R ¢ a vazio volumétrica da fase rica em PEG que sai da coluna, fase
refinado € E € a vazio volumétrica da fase extrato, ou seja, fase rica em sal que sai da

coluna.

Todos os balangos de massa dos experimentos realizados foram calculados desta

maneira.
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PROPRIEDADES FiSICAS DE SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS
PEG/FOSFATOS DE POTASSIO

A tabela A2.1 apresenta as propriedades fisicas dos sistemas de duas fases aquosas
utilizados neste trabalho. Os dados foram obtidos de Porto (1998).

Tabela A2.1 - Propriedades Fisicas de Sistemas de Duas Fases Aquosas PEG/Fosfatos de
Potassio (adaptado de Porto, 1998).

VISCOSIDADE (mPa.s) MASSA ESPECIFICA
(kg/m’)
Tipo de Polimero PEG Sal PEG Sal

PEG 550 Lmha de 5,9 2.4 10979 12242
Amarracéo 1

Linha de 8.0 2,3 1098.,6 12372
Amarracdo 2

Linha de 12,5 2,5 10989 1270,0
Amarracdo 3

PEG 1000 Linha de 7,0 1,2 1093,0 12294
Amarracéo 1

Linha de 10,0 2,2 1093,5 1282,1
Amarracio 2

Linha de 15,0 2.3 10948 12923
Amarragéio 3

PEG 3350 Linha de 18.0 1,0 1090,3 1198.6
Amarragfo 1

Linha de 31,0 1,1 1090,7 1217.2
Amarragéo 2

Linha de 48,0 2,2 10943 1267.8
Amarragdo 3

PEG 8000 Linha de 33,3 1,0 1078,6 11221
Amarragio 0

Linha de 46,0 0,9 1082,6 11594
Amarracio 1

Varios trabalhos foram consultados para confirmar os valores das propriedades fisicas

dos sistemas de duas fases aquosas usados no presente trabalho. Com relagdo & tensdo
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iterfacial, usou-se uma aproximagdo, j4 que nfo foram encontrados na literatura dados
referentes as composigdes exatas das fases usadas. Assim, empregou-se a tensfio interfacial

de sistemas com composi¢cio proxima 2 dos sistemas usados nos experimentos.

» N&o foram encontradas na literatura as propriedades fisicas de sistemas de duas fases
aquosas formados com PEG 400. Os sistemas de composicio mais semelhantes a estes, que
foram encontrados na literatura, eram formados por PEG 550.
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CONDICOES OPERACIONAIS E PROPRIEDADES FiSICAS DOS
STSTEMAS USADOS PARA A OBTENCAO DAS CORRELACOES PARA A
PREDICAO DA FRACAO DE RETENCAO DA FASE DISPERSA

Este anexo contém as condigdes operacionais e as propriedades fisicas dos sistemas
bifasicos usados por Kumar e Hartland (1988; 1995) para a obtencdo das correlagbes para a
predicéo da fragfio de retengfio da fase dispersa.

No trabalho de Kumar e Hartland (1988), as condi¢Ges dos sistemas usados no

desenvolvimento da cotrelagio foram as seguintes:

Propriedades Fisicas:

Massa especifica da fase continua, p. 996-1060 kg/m’
Massa especifica da fase dispersa, pq 652-1595 kg/m’
Diferenca de densidade entre as fases, Ap 115-595 kg/m’
Viscosidade da fase continua, u. 0,84-1,07 mPa.s
Viscosidade da fase dispersa, piq 0,29-4,88 mPa.s
Tensdo Interfacial, v 4,6-46,6 mN/m
Varidveis Operacionais:

Velocidade Superficial da fase continua, v, 0,00-10,85 mm/s
Velocidade Superficial da fase dispersa, v4 0,14-9,78 mm/s
Comprimento (Amplitude) da pulsacio, A 2,00-51,56 mm/s
Freqiiéncia de pulsagfo, f 0,28-4,75 s
Velocidade de Pulsacfio, A.f 2,07-92,00 mm/s
Frag#o de Retencéio da Fase Dispersa, ¢ 0,0016-0,6330
Diametro da coluna, D 25,4-213,0 mm
Espacamento entre os pratos, h 50,0-120,0 mm
Didmetro dos orificios, do 1,02-4,06 mm

Area livre fracional do prato, e 0,009-0,23
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No trabalho de Kumar e Hartland (1995), as condi¢cdes dos sistemas usados no

desenvolvimento da correlagio foram as seguintes:

Propriedades Fisicas:
Massa especifica da fase continua, p.
Massa especifica da fase dispersa, pa

Diferenca de densidade entre as fases, Ap

986-1060 kg/m’
652-1595 kg/m’

Viscosidade da fase continua, . 0,84-1,43 mPa.s
Viscosidade da fase dispersa, g 0,29-4,88 mPa.s
TensZo Interfacial, y 1,8-46,5 mN/m
Variaveis Operacionais:

Velocidade Superficial da fase continua, v, 0,00-10,2 mm/s
Velocidade Superficial da fase dispersa, vy 0,1-9,.8 mm/s
Comprimento {Amplitude) da pulsacfo, A 3,00-51,6 mm/s
Freqiiéncia de pulsacéo, f 0,33-4,75 Hz
Velocidade de Pulsacdo, A.f 4,6-102,7 mm/s
Fracdo de Retencdo da Fase Dispersa, ¢ 0,002-0,675
Diidmetro da coluna, D 25-215 mm
Espagamento entre os pratos, h 50,0-120,0 mm
Diametro dos orificios, do 1,0-6,0 mm
Area livre fracional do prato, e 0,01-0,49
Razio entre as vazdes das fases, va/v, 0,03-c0
Velocidade relativa, V; 5,4-110,4 mm/s
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Os valores das propriedades fisicas e das condigbes operacionais usadas neste trabalho
sdo apresentadas a seguir. As propriedades fisicas sfo do sistema 17,7% PEG 1000
(p/p)/15,7% Fosfatos de Potassio (p/p), em pH 7.3, usado nos experimentos para a andlise

da fracdo de retenciio da fase dispersa.

Propriedades Fisicas:

Massa especifica da fase continua, p.
Massa especifica da fase dispersa, pq
Diferenca de densidade entre as fases, Ap
Viscosidade da fase continna, p.
Viscosidade da fase dispersa, g

Tensdo Interfacial, y

Variaveis Operacionais:

Velocidade Superficial da fase continua, v,

Velocidade Superficial da fase dispersa, vq-

Comprimento (Amplitude) da pulsacéio, A
Freqiiéncia de pulsacfio, f

Velocidade de Pulsagdo, A.f

Fracio de Retencdo da Fase Dispersa, ¢
Diametro da coluna, D

Espacamento entre os pratos, h

Diémetro dos orificios, dy

Area livre fracional do prato, e

1282,1 kg/m’
1093,5 kg/mt’
188,6 kg/m’
2,2 mPa.s
10,0 mPa.s
0,5 mN/m *

0,41-0,97 cm/min

0,41-1,18 cm/min
5,6 cm/s
0,1-15"

0,56-5,6¢cm/s
0,09-0,425

2,54 cm
3.8cm

0,38

* (O valor da tenso interfacial foi obtido a partir de dados da literatura (Snyder et al,
1992, Wu et al, 1996 e Mishima et al, 1998). Considerou-se a tensfo interfacial do sistema
estudado como sendo igual & tensdo interfacial do sistema com a composi¢io mais proxima
a este. Portanto, € um valor aproximado. Na faixa em que a tensfio interfacial de sistemas
bifdsicos aquosos variava, esta variagio exerceu uma pequena influéneia na predicdo da

fracdo de retencBo da fase dispersa, como foi verificado através de calculos realizados.



