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RESUMO 

A viabilidade da produção e comercialização de biomateriais está relacionada aos 

custos do produto final. A etapa de separação e purificação ("downstream processing") é a 

principal responsável pelos altos custos de produção dos biomateriais. Assim, é evidente a 

necessidade do desenvolvimento de novos processos de separação que sejam 

economicamente mais interessantes. A partição em sistemas aquosos bifásicos é uma 

alternativa aos processos de separação existentes, que vem sendo muito estudada nos 

últimos anos. Sistemas aquosos bifásicos formam um meio adequado à preservação das 

propriedades dos biomateriais e permitem a utilização de equipamentos de extração liquido

liquido que operam em contínuo. 

Neste trabalho, foi desenvolvida uma micro-coluna agitada por campânulas pulsantes. 

Este sistema de agitação promove um eficiente contato entre as fases, aumenta o tempo de 

contato entre elas e também evita a desnaturação de enzimas e proteínas. Os estudos foram 

realizados com sistemas de duas fases aquosas formados por PEG (polietileno glicol) e sal 

(fosfato de potássio mono e bibásico). As proteínas usadas foram o citocromo b5, em pH 

7,3 e a enzima ascorbato oxidase, em pH 6,0, a partir de seus extratos brutos. Realizou-se o 

estudo da extração em descontínuo, a fim de encontrar-se as concentrações de equihbrio e o 

melhor sistema de extração (concentrações de PEG e de sal e massa molecular de PEG). A 

melhor condição obtida foi usada na operação contínua da micro-coluna. 

Verificou-se que a micro-coluna desenvolvida teve operação estável e que altas 

eficiências foram alcançadas. Os parâmetros estudados no equipamento foram a freqüência 

de pulsação e a vazão total das fases que entram na coluna. Nas melhores condições de 

operação, que foram alta freqüência de pulsação (1 pulso/segundo) e baixa vazão total das 

fases (cerca de 4,7 mL/min), chegou-se a obter eficiências de aproximadamente 100%. Os 

valores da fração de retenção da fase dispersa variaram entre 0,09 e 0,425. As condições de 

inundação não foram atingidas. Assim, o principal objetivo deste trabalho, que era o 

desenvolvimento de uma coluna de extração que aumentasse o tempo de contato entre as 

fases e a obtenção de altas taxas de transferência de massa, sem desnaturar as enzimas e 

proteínas, fui alcançado 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 has 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 

in:fluence of various operational and solutions parameters in the system behaviour. The 

aqueous two-phase systems studied were formed by PEG (polyethylene glycol) and salts 

(Potassium Phosphate monobasic and dJ."basic ). Proteins used were cytochrome bS, at pH 7,3 

and the enzyme ascorbic oxidoreductase, at pH 6,0, from their extract. It was done batch 

experiments, for finding the equih"brium concentrations and the better system for the 

extraction (PEG and salt concentrations and polymer molecular weight). The better 

condition obtained was used in the continuous extraction in the micro-column. 

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 ofthis work, that was 

the development o f 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 avanços tecnológicos na Biotecnologia, especialmente devido a 

manipulações genéticas de microorganismos, tornam possíveis a produção de proteínas e 

outros biornateriais de interesse industrial, por meio de processos fermentativos. Porém, a 

viabilidade de produção e comercialiVlção desses produtos em escala industrial dependem 

do custo de produção. Assim, o desenvolvimento de métodos de extração e purificação de 

biomateriais ("downstream processing") é importante, já que esta é uma etapa limitante 

nestes processos de produção. 

Cerca de 50 % a 90 % do custo de produção de um bioproduto concentra-se na 

purificação. Portanto, para o processamento em larga escala, é necessário empregar técnicas 

de bioseparação, que sejam eficientes e econômicas e que atinjam altos graus de recuperação 

e pureza, preservando a atividade biológica da molécula (Diamond et al., 1992). Algumas 

características dos biomateriais, como :baixa concentração inicia]. 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 relação aos custos globais de 

produção (Coimbra, 1995). 

Os métodos de purificação, comumente utilizados nos processos de recuperação dos 

produtos obtidos por fermentação, envolvem vários procedimentos. Estes métodos 

geralmente requerem muito tempo, são onerosos e podem levar a baixos rendimentos de 

recuperação do produto, principalmente em operações em larga escala. Assim, vêm sendo 

estudados e desenvolvidos novos processos de purificação, que visam a redução dos custos 

e do tempo de processo, diminuição do número de etapas necessárias e aumento da 

eficiência de separação e grau de pureza dos produtos. Entre estes processos está a extração 

líquido-líquido, que pode ser usada como uma etapa de pré-purificação, substituindo um 

outro método de separação que seja mais caro ou reduzindo o número de etapas necessárias 

no processo. 

A extração líquido-líquido vem sendo usada há muitos anos como uma importante 

técnica laboratorial de separação. A sua aplicação, em larga escala, iniciou em meados deste 

século. A partir de então, teve um grande desenvolvimento na indústria, abrangendo os mais 

diversos setores, desde a extração de metais nobres até a purificação de antibióticos. 
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A extração líquido-líquido é uma técnica promissora de extração-e purificação que 

envolve a partição de biomoléculas entre duas ou mais fàses imiscíveis ou parcialmente 

miscíveis. Entretanto, no processamento de biomoléculas, o número de solventes capazes de 

conjugar solubilidade e estabilidade é muito limitado (Diarnond et al, 1992). Isso faz com 

que outros sistemas líquidos sejam usados na extração líquido-líquido para a separação de 

biornateríais. Entre esses sistemas estão as soluções de micelas reversas e os sistemas de 

duas fàses aquosas. O uso de solventes orgânicos é, nonnalmente, limitado pelas 

características hidrofilicas dos produtos de fermentação. Além disso, os solventes orgânicos 

são geralmente tóxicos para as proteínas e provocam a desnaturação das mesmas. 

Os sistemas de duas :fàses aquosas, que vêm sendo usados com sucesso, são sistemas 

de extração constituídos por duas fases aquosas imiscíveis ou parcialmente miscíveis, 

obtidas pela adição em água de dois polúneros hidrofilicos, como por exemplo, o polietileno 

glicol (PEG) e a dextrana ou de um desses polúneros e um sal, como por exemplo, o PEG e 

o fosfato de potássio em concentrações acima de suas concentrações críticas. Os polúneros 

podem ser sintéticos, como é o caso do PEG que é um éter polúnéríco, ou naturais, como é 

o caso da dextrana que é uma cadeia de açúcar (Coimbra, 1995). 

A extração líquido-líquido utilizando sistemas de duas fàses aquosas tem sido uma 

área de grande interesse nos últimos anos. Muitos estudos têm sido desenvolvidos visando a 

aplicação destes sistemas na separação, em escala laboratorial, de vários biornateríais, como 

proteínas e organelas celulares, entre outros (Porto, 1998). Os sistemas de duas :fàses 

aquosas mais freqüentemente estudados e utilizados na purificação de biomoléculas são os 

sistemas PEGtDextrana/ Água e PEG/Sal/ Água (Diarnond et al, 1992). Devido ao alto 

conteúdo de água presente nestes sistemas, é possível separar e purificar bioprodutos sob 

condições suaves, em um ambiente adequado à preservação de suas principais propriedades 

(Kula, 1982; Albertsson, 1986). 

Os sistemas de duas :fàses aquosas podem ser facilmente ampliados da escala de 

laboratório para a planta piloto. Às vezes, muito pouco tempo é requerido para que a 

maioria dos sistemas de duas fàses aquosas formados por polúnero e sais alcance o 

equihbrio e o transporte entre as :fàses é rápido. Além disso, as fàses são compatíveis com 
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muitas proteínas conhecidas. Portanto, o uso de sistemas de duas fases aquosas são uma 

alternativa extremamente atrativa para a separação e purificação de proteínas, em larga 

escala. 

Segundo Albertsson (1986), vários fatores influenciam a partição de proteínas e o 

coeficiente de partição. Os principais fatores são : a bidrofobicidade, a carga da proteína, o 

pH do meio, a distnbuição de íons e a carga dos polímeros envolvidos, o tamanho da 

proteína e do polímero, entre outros. Isto torna estes sistemas bastante versáteis. 

Outro fator favorável ao emprego de sistemas de duas fases aquosas em processos de 

extração líquido-líquido, é a possibilidade de usar-se equipamentos que operam em 

contínuo. Assim, há a necessidade do estudo da operação e de transferência de massa na 

extração líquido-líquido aplicada a processos de separação de biomateriais, com a finalidade 

de projeto ou simplesmente para um melhor entendimento do processo. Contudo, a maioria 

das pesquisas nesta área concentra-se· na determínação do equihbrio de fases, do coeficiente 

de partição e na extração em batelada, sendo necessário um maior número de trabalhos 

visando o estudo de equipamentos de extração que operam em contínuo, aplicados a 

bioseparações (Coimbra, 1995). 

Operações contínuas em extrações líquido-líquido com sistemas convencionais já são 

bem desenvolvidas. Alguns estudos com duas fases aquosas em colunas de extração já foram 

realizados. Esta técnica, entre outras vantagens, reduz os custos fixos e variáveis, possibilita 

a automação do processo, reciclagem contínua dos produtos quúnicos (Greve e Kula, 1991), 

dimínui o tempo de processamento, já que o sistema alcança o equihbrio mais rapidamente. 

A separação das fases é rápida, não sendo necessário usar centrífugas, além da minimização 

do espaço fisico ocupado, já que as unidades não são volumosas (Coimbra, 1995). 

Apesar de certas propriedades dos sistemas de duas fases aquosas, tais corno a baixa 

tensão ínterfacial, pequena diferença entre as densidades e maiores viscosidades, 

principalmente para sistemas contendo biomassa, o emprego de sistemas de duas fases 

aquosas para a purificação contínua de proteínas, em diferentes tipos de extratores, já foi 

demonstrada com sucesso por vários 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 extração de protefuas 

em um equipamento de extração que opera continuamente e com escoamento em contra

corrente. Com esta finalidade, desenvolveu-se uma micro-coluna agitada por campânulas 

pulsantes, visando promover um eficiente contato entre as fases através de uma agitação 

suave, obter um maior tempo de contato entre as fases no interior da coluna e evitar a 

desnaturação e perda das principais propriedades das protefuas, devido a agitações muito 

fortes ou sistemas extratores muito agressivos. Além disso, teve-se como objetivo também, 

evitar a formação de emulsões estáveis, o que fàcilmente ocorre em sistemas biológicos e 

obter uma rápida separação entre as fases. Não há referência na literatura do uso de colunas 

pulsantes com sistemas de duas fases aquosas, na extração de protefuas ou outros 

biomateriais, nem no emprego de campânulas como dispositivo que promove a agitação. 

Este equipamento foi desenvolvido neste trabalho. 

Neste estudo é feita a análise da influência de vários parâmetros operacionais e das 

propriedades fisicas das fases sobre a eficiência de extração. Os sistemas de duas fàses 

aquosas empregados foram formados por PEG e sal (fosfàto de potássio mono e bibásico). 

As protefuas usadas nos experimentos foram o citocromo b5 e a ascorbato oxidase obtidas a 

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

Foram realizados, primeiramente, experimentos em descontínuo (tubos de ensaio), a 

fim de encontrar as melhores condições de extração, relacionadas ao sistema de duas fàses 

aquosas, como por exemplo, massa molecular e concentrações de PEG e de sal (fosfàtos de 

potássio). A melhor condição, obtida em descontínuo, foi usada na operação contínua da 

coluna, a fim de avaliar o comportamento do equipamento e do sistema durante a operação. 

Os parâmetros analisados no equipamento foram a freqüência de pulsação e a vazão total 

das fases que entram na coluna (carga total). Quanto à hidrodinâmica, foram avaliados a 

fração retida da fase dispersa ("hold up"), a velocidade característica e o ponto de 

inundação. Quanto à transferência de massa, foram avaliados o Índice de Recuperação do 

Soluto, a Eficiência de Separação e o Coeficiente de Transferência de Massa. Assim, com os 

dados obtidos, foram encontradas as melhores condições de extração para as faixas de 

operação estudadas. Foi feita também uma análise da influência de cada parâmetro de 
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operação e da combinação dos parâmetros nas grandezas relacionadas ao estudo da 

hidrodinâmica e da transferência de massa 

Objetivos 

* Estudar a aplicação da extração líquido-líquido em processos biotecnológicos, 

viaando diminuir o número de etapas e os custos do processo e obter produtos de boa 

qualidade e alto grau de pureza, 

* Desenvolver urna micro-coluna agitada por campânulas pulsantes, que promova urna 

agitação eficiente, mas suave, para emprego na separação e purificação de biomateriais, 

como proteínas, 

* Analisar a possibilidade de aplicação de sistemas de duas fuses aquosas neste 

equipamento, 

* Estudar a transferência de massa através da análise da eficiência de separação, 

percentagem de proteína transferida e coeficiente de transferência de massa na operação 

continua da coluna e coeficiente de partição e fator de purificação em descontinuo, 

* Estudar a hidrodinâmica através da análise da fração de retenção da fuse dispersa, da 

velocidade característica e do ponto de inundação, 

* Estudar a extração e purificação de extratos brutos, visando o estudo de casos reais, 

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

variáveis do processo de extração continua no comportamento do sistema escolhido. 
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2.1. Introdução 

Neste capítulo são apresentados uma revisão de literatura sobre os principaís tópicos 

relacionados a este trabalho e os fundamentos teóricos relacionados ao tema estudado. Os 

assuntos abordados neste capítulo são: proteínas, processos de separação aplicados à 

biotecnologia, extração líquido-líquido, transferência de massa, fração de retenção da fase 

dispersa e sistemas de duas fases aquosas. 

A micro-coluna com campânulas pulsantes é um equipamento desenvolvido neste 

trabalho e por isso a revisão sobre equipamentos de extração de operação contínua abrangeu 

todos os equipamentos usados para extração de proteínas com sistemas de duas fases 

aquosas. Não foi encontrada nenhuma publicação referente ao uso de coluuas pulsadas na 

extração de biomateriais com sistemas de duas fases aquosas ou outros sistemas. 

2.2. Proteínas 

As proteínas são macromoléculas c~a estrutura é constituida de polipeptídeos, que 

são cadeias extremamente longas de muitas unidades de aminoácidos, unidas por ligações 

peptídicas (Lelminger, 1986). As proteínas não são apenas as macromoléculas mais 

abundantes, mas também são extremamente versáteis em suas funções. Atualmente, elas são 

comercialmente muito importantes, principalmente nas indústrias de alimentos e 

fannacêutica Todos os vinte aminoácidos encontrados em proteínas têm em comum um 

grupo carboxila e um grupo amina, ligados ao mesmo átomo de carbono. 

A cadeia polipeptídica de diferentes proteínas pode ter um número qualquer de 

resíduos de aminoácidos, de um minimo de aproximadamente 100 até um máximo próximo a 

1800. O peso molecular das proteínas pode variar de cerca de menos de 12000 Da, para 

pequenas proteínas, a pesos moleculares maiores que 106 Da, no caso de proteínas com 

cadeias polipeptídicas muito longas ou com várias cadeias polipeptídicas (Lelminger, 1986). 

As proteínas podem ter quatro tipos de estruturas. As definições de Murray et al 

(1994) encontram-se a seguir. 
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• Estrutura Primária • refere-se à sequência dos aminoácidos na cadeia e à 

localização das pontes dissulfeto, se existirem. 

• Estrutura Secundária - são as relações no espaço entre os aminoácidos 

componentes da estrutura primária. Estas estruturas podem ser regulares, por exemplo, a

hélice, ou eXIbir algumas irregularidades, por exemplo, enovelamento. 

• Estrutura Terciária - para uma proteína, contendo uma única cadeia polipeptídica, 

refere-se ao arranjo global e relações entre as várias regiões e aminoácidos individuais. A 

estrutura terciária considera as relações espaciais entre resíduos de aminoácidos que, 

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

• Estrutura Quateruária - as proteínas apresentam a estrutura quaternária quando 

são constituídas por duas ou mais cadeias polipeptídicas unidas por pontes de hidrogênio e 

ligações eletrostáticas formadas entre resíduos da superficie das cadeias polipeptídicas. 

Pode-se identificar várias classes de proteínas de acordo com as suas funções 

biológicas (Lehninger, 1986), entre elas estão, por exemplo, as enzimas, que são proteínas 

com atividade catalítica. 

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

certas características fisicas, em Proteínas Globulares e Proteínas Fibrosas. Nas proteínas 

globulares, a cadeia, ou cadeias, polipeptídicas estão enroladas, de modo compacto, em uma 

forma globular ou esférica. Elas são usualmente solúveis em sistemas aquosos e difundem-se 

facilmente. Proteínas fibrosas são moléculas insolúveis em água, compridas e filamentosas, 

que tem a cadeia polipeptídica estendida ao longo de um eixo. 

Na figura 2.1, encontra-se uma fotografia obtida através de uma determinação por 

difração de raios-X, com uma resolução de 1,8 Angstrons, do precursor, zimogênio, da 

pepsina A, de origem suína. Esta enzima tem estrutura globular de aproximadamente 70 nm. 
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Figura 2.1 - Zimogênio da pepsina A, proteina globular. 

2.2.1. Desnaturação das Proteínas 

Além da estrutura primária, termo usado para designar a estrutura covalente das 

proteinas, as estruturas secundárias, terciárias e quaternárias das proteinas são muito 

importantes, já que estão relacionadas com sua atividade biológica e, ainda, com a 

especificidade da espécie à qual pertencem. As mudanças provocadas por agentes agressores 

em uma proteina são conhecidas como desnaturacão. Essas mudanças podem ocorrer em 

qualquer um dos quatro niveis estruturais e são, geralmente, irreversíveis. Uma importante 

consequência da desnaturação de urna proteína, é que ela quase sempre perde sua atividade 

biológica característica. 

A desnaturação de proteínas pode ser provocada pelo efeito da temperatura, por 

valores inadequados de pH, por solventes orgânicos, por solutos como a uréia, pela 

exposição da proteína a alguns tipos de detergentes, pela agitação extremamente vigorosa da 

solução protéica, presença de certos íons ou sais caotrópicos na solução que contém as 

proteínas, oxidação, força iônica, entre outros. A desnaturação pode ocorrer também em 

condições amenas, não sendo obrigatória a ocorrência de condições extremamente 

agressivas. Testes mostram que quando as proteínas sofrem desnaturação, não ocorre 
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necessariamente o rompimento de ligações covalentes da cadeia polipeptídica. Conclui-se 

que a atividade biológica das proteínas depende de todos os quatro níveis estruturais. As 

moléculas de proteínas são, portanto, frágeis e facilmente desorganizadas. Na purificação e 

isolamento das proteínas, precisa-se tratá-las com cuidado, a fim de evitar a desnaturação 

(Lehninger,1986). 

2.2.2. Proteínas de Estudo 

Neste trabalho, são estudadas a partição e a extração, em sistemas de duas fases 

aquosas, de duas proteínas a partir de seus respectivos extratos brutos. Estas proteínas são: 

citocromo bS e ascorbato oxidase, que é urna enzima. Estas proteínas foram escolhidas pela 

disponíbilidade dos seus extratos brutos. 

2.2.2.1. Citocromo b5 

O citocromo bS fuz parte de um complexo enzimático que catalisa a ínsaturação de 

ácidos graxos. Trata-se de urna proteína de membrana constituida por urna única cadeia 

polipeptídica e cuja estrutura terciária apresenta dois domínios distintos. Um deles, de 

natureza globular e hidrofilica, contém um grupo heme que está envolvido nas reações de 

oxi-redução nas reações de insaturação de ácidos graxos. Pelo contrário, o outro possui 

natureza hidrofóbica e é responsável pela ligação da proteína à membrana do retículo 

endoplasmático (Porto, 1998). 

O domínio hidrofilico do citocromo bS de rato foi clonado em Escherichia co li (TB I) 

através da síntese de novo do gene e da sua introdução no plasmídeo pU C 13 (von Bodman, 

1986), o que permite a sua produção por fermentação, acumulando-se esta no espaço 

intracelular. A proteína assim obtida possui urna massa molecular de 13600 Da e um ponto 

isoelétrico de 4,4. Ao longo deste trabalho, o domínio hidrofilico do citocromo b5 de rato é 

designado apenas por citocromo b5 (Porto, 1998). 

2.2.2.2. Ascorbato Oxidase 

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

cobre, o que corresponde a 10 átomos de cobre por molécula de enzima. Esta enzima pode 
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ser extraída da Curcubita maxima, conhecida regionalmente como abóbora e possui uma 

massa molecular de 150000 Da (Sthothkmp e Dalson, 1977). 

Uma análise conformacional em tampão fosfato (10 mM e pH 7,6) demonstrou que a 

enzima existe predominantemente em estado ~-conformacional, não sendo encontradas 

formas helicoidaís. A ascorbato oxidase é constituída de duas subunidades idênticas ligadas 

por duas pontes dissulfeto, cada subunidade tem uma massa molecular de 70000 Da e 

consiste de duas cadeias polipeptídicas 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 ácido ascórbico, o que torna bastante atraente sua 

utilização em sensores analíticos para determinação do teor de ácido ascórbico em sucos de 

frutas, iogurtes, alimentos em geral e também em fluidos biológicos (Porto, 1998). 

2.3. Etapas de Separação em Processos Biotecnológicos 

Na obtenção de substâncias através de técnicas biotecnológicas é necessário separar 

misturas de várias proteínas, além de outros contaminantes. Existem várias técnicas com esta 

finalidade. Entre elas estão a diálise, a eletroforese, a filtração em gel e cromatografia, entre 

outros. Alguns fatores que limitam o uso de algumas destas técnicas são os baixos 

rendimentos, alto cnsto e dificuldades de utilização em larga escala. Uma sequência geral 

tradicional para a purificação de proteínas intracelulares é mostrada a seguir (Hustedt et ai, 

1985): 

- Quebra das células 

- Remoção dos fragmentos de células : • Centrifugação 

• Filtração 

- Concentração : • Ultrafiltração 

• Tratamentos Térmicos e/ou de pH 
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• Precipitação por sal, solventes ou polímeros 

• Remoção seletiva de ácidos nucleicos e outras frações 

- Alta Purificação : • Cromatografias (por exemplo, cromatografia em gel, de troca 

iônica, de adsorção, de afinidade, por hidrofobicidade) 

- Concentração Final 

A purificação de protelnas, do ponto de vista técnico, encontra muitas dificuldades e 

exige um elevado número de etapas. Por exemplo, a remoção dos fragmentos da célula é 

dificil devido ao pequeno tamanho das partículas e à viscosidade da solução. As etapas de 

precipitação podem levar a baixos rendimentos e reprodutibilidade limitada. O uso de 

procedimentos cromatográficos, em muitos casos, é limitado pela escala das operações e 

pelo custo das resinas (Hustedt et ai, 1985). Por isso, a extração liquido-líquido tem 

despertado o interesse de pesquisadores como mais uma etapa no processo de purificação e 

separação de proteinas. Deve ser lembrado que a extração líquido-líquido é usada como uma 

etapa intennediária de separação, que substitui métodos de separação mais caros ou diminui 

o número de etapas de separação necessárias no processo. 

Durante os últimos anos, a purificação e separação de protelnas fundamentadas nos 

princípios de partição em sistemas de duas fases aquosas têm sido desenvolvidas. Esta 

técnica de extração parece ser especialmente adequada para as primeiras etapas dos 

procedimentos de separação, mas pode substituir etapas cromatográficas ou ser aplicada 

antes da cromatografia (Hustedt et ai, 1985). 

2.4. Extração Líquido-L íquido 

Uma situação muito comum na Engenharia Química é a separação dos constituintes de 

uma mistura líquida homogênea composta de dois ou mais componentes. Para realizar esta 

separação existem vários métodos cuja aplicação é limitada pelas características fisicas e 

químicas dos componentes da mistura a ser separada, pelos custos do processo de separação 

e pelas condições disponíveis para a implantação do processo escolhido. 
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A extração líquido-líquido, um dos principais métodos de separação adotados 

industrialmente, é um processo que envolve a transferência de massa entre dois líquidos 

imiscíveis ou parcialmente miscíveis. Na extração líquido-líquido, a separação de um 

componente de uma solução líquida homogênea ocorre pela adição de um constituinte 

líquido, insolúvel ou parcialmente solúvel na solução, o solvente, no qual o componente a 

ser extraído da solução, o soluto, é preferencialmente solúveL O soluto difunde-se no 

solvente com uma velocidade característica até atingir as concentrações de equihbrio em 

cada uma das fases formadas. Este processo de separação é baseado na distribuição do 

soluto entre as duas fases e na miscibilidade parcial dos líquidos. 

O conhecimento das relações de equihbrio de fases é fundamental para análises 

quantitativas de processos de extração. As relações de equihbrio de fases são baseadas em 

princípios termodinâmicos e representadas por diagramas estabelecidos por leis de 

distribuição dos constituintes entre as fases. Na extração líquido-liquido, o efeito de 

pequenas variações de pressão sobre o equilíbrio é insignificante, restringindo a atenção à 

influência da temperatura e da concentração (Coimbra, 1995). 

Geralmente, a extração liquido-líquido é empregada nos casos em que os componentes 

sejam sensíveis à temperatura requerida para a separação, quando o componente desejado 

seja pouco volátil e esteja presente em pequena quantidade na solução ou quando a 

separação por outros métodos tenha alto custo, entre outros casos. 

Quanto à viabilidade econômica dos processos que empregam a extração líquido

líquido, esta é fortemente influenciada pelos custos do equipamento e pelos custos de 

recuperação e reposição do solvente. O custo de operação de um extrator líquido-líquido 

(consumo de energia tnais tnanutenção) é geralmente negligenciável comparado aos outros 

fatores (Hanson, 1968 a e b). 

Embora áplicada com sucesso há muito tempo , como uma técnica de separação 

laboratorial, sua utilização a nível industrial iniciou-se nas primeiras décadas do século XX, 

quando se procurava um método que resolvesse o probletna da remoção de hidrocarbonetos 

aromáticos do querosene. Principalmente depois da Segunda Guerra Mundial, teve grande 

desenvolvimento na indústria, alcançando os tnais diversos setores. Atualmente, é 
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empregada com sucesso, em larga escala, em vários setores industriajg tais como, extração 

de metais, extração de compostos orgânicos, como ácidos e álcool, purificação de 

antibióticos, indústria fàrmacêutica e para tratamentos de efluentes industriais, entre outros. 

Sua maior aplicação concentra-se ua indústria petroquímica. Mais recentemente, a extração 

líquido-líquido vem sendo estudada e empregada na área de Biotecnologia para a purificação 

e extração de biornateriais, como enzimas e proteínas. 

Alguns fatores que estimulam o emprego da extração líquido-líquido são (Humphrey, 

1984): 

• Perspectivas de economia em comparação a outros processos de separação. 

• Possibilidade de evitar a degradação de compostos, devido ao efeito da temperatura, 

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

• Desenvolvimento de equipamentos de extração bastante eficientes e que promovem 

um contato entre as fases mais efetivo. 

• Melhor entendimento dos princípios para desenvolvimento, projeto e aumento de 

escala dos processos de extração. 

A extração líquido-líquido pode ser realizada de diversas formas por meio de vários 

tipos de equipamentos, mas sempre seguindo os mesmos princípios básicos de contato entre 

os líquidos, transferência de massa, equihbrio de fases e separação das fases. Esta separação 

das fases comumente ocorre pelo processo de decantação (Rabelo, 1995). 

2.4.1. Conceitos Básicos 

Em um processo de extração líquido-líquido, são usadas as seguintes denominações: 

SOLUTO - é o constituinte a ser extraído e que se encontra dissolvido no diluente; 

AL!MENT ACÃO - é a solução constituída pela mistura soluto e diluente, a qual se 

deseja separar; 
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SOL VENTE - é o líquido destinado a extrair os solutos da solução de alimentação; 

DILUENTE ou INERTE - é o líquido no qual se encontram dissolvidos os solutos, é 

um dos componentes da alimentação; 

EXTRATO - é a fuse líquida rica em solvente, que contém o soluto extraído 

dissolvido. É uma corrente de saída da coluna; 

REFINADO - é a fuse líquida que retém essencialmente o diluente ou inerte. É 

também uma corrente de saída da coluna. 

Os solventes utilizados devem ser compostos que tenham densidades diferentes da 

densidade da alimentação. Por esse motivo, as expressões "fase leve" e "fase pesada" são 

usadas para nomear as correntes que fluem na coluna. A fuse de menor densidade é chamada 

''fase leve" e a fase de maíor densidade é chamada ''fase pesada". 

Durante um processo de extração vários padrões de comportamento acontecem no 

interior do extrator, sendo que alguns desses fenômenos prejudicam o processo de 

transferência de massa. Os fenômenos maís conhecidos são definidos a seguir: 

"Hold !!R" - é a fração de retenção da fase dispersa, que é a razão do volume da fase 

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

Inundacão - ocorre quando as condições de operação na coluna impedem o 

escoamento contracorrente das fuses e a dispersão de uma fuse na outra. Nessa situação, as 

correntes entram e saem da coluna em uma mesma extremidade. Assim, não há o contato 

entre as fuses e a transferência de massa não é possível 

"Backmixing" (ou mistura axial) - é o retomo axial da fuse dispersa. A fuse dispersa 

escoa em sentido oposto ao esperado. Ele faz com que o gradiente de concentração, que é a 

força-motriz da transferência de massa na coluna, diminua, prejudicando a taxa de 

transferência de massa e a eficiência de separação. 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 à presença de gotas muito pequenas ou turbulência 

excessiva 

"Backflow'' - é o retomo axial da fase contínua Ocorre quando a fase contínua é 

carregada na direção oposta à esperada (Hanson, 1968 b). 

Coalescência - é um fator importante em processos de extração líquido-líquido. A 

coalescência é necessária para a separação das fases, mas em determinadas condições, é 

prejudicial à extração, por aumentar o tamanho das gotas. 

A coalescência se opõe à geração de gotas no ínterior da coluna e consiste na 

recombínação de gotas, originando gotas maiores ou "porções" da fase dispersa nos 

estágios da coluna. Este comportamento está relacionado com a quantidade de gotas 

presente na mistura entre as fases e com a freqüência de colisão das gotas. Segundo Hanson 

(1968 a), a coalescência das gotas da fase dispersa em uma fase contínua é fundamental para 

ocorrer a separação das fases. Em geral, quanto menor o tamanho das gotas, mais lenta é a 

coalescência e maior será a tendência da solução emulsificar. Por outro lado, se a agitação 

imposta às fases é pouco íntensa, a coalescência também poderá ocorrer, desde que não haja 

o fornecimento de energia suficiente para promover a fragmentação do líquido em gotas 

(Góis, 1995). 

2.4.2. Equipamentos Usados nos Processos de Extração 

A escolha de um extrator é função da natureza dos produtos e das caracteristicas 

fisicas e químicas do sistema em estudo, além de ser função do desempenho do 

equipamento, considerando-se as condições de extração. 

Para o desenvolvimento de equipamentos de extração líquido-líquido, deve-se avaliar, 

além do sistema de trabalho, os dados de equihbrio e de transferência de massa nas 

temperaturas de ínteresse. 

A utilização de extratores verticais nos processos de extração líquido-líquido é 

justificada pelo fato desses equipamentos ocuparem pequena área, terem boa eficiência de 

separação e apresentarem facilidades de operação e manutenção. Além disso, nesses 
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equipamentos, o processo de transferência de massa e separação das fases são mais rápidos 

e o sistema pode atingir o equilíbrio ou aproximar-se dele em um periodo de tempo menor 

do que em outros tipos de equipamentos. 

Existe um grande número de equipamentos desenvolvidos para a aplicação da 

extração líquido-líquido, que podem ser classificados de acordo com os princípios gerais de 

operação e construção. Vários 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 !l separação !l$l fases!:!!!. estágios 

No caso da operação em estágios, o fluxo difusional de matéria entre as fases ocorre 

de maneira a reduzir a diferença de concentração que causa este fluxo. Se prosseguir por 

um tempo suficiente, um equihbrio é estabelecido, depois do qual nenhum fluxo difusional 

ocorre. A taxa de difusão e o tempo determinam a eficiência do estágio que pode ser 

alcançada. Nesta categoria, enquadram-se os misturadores-decantadores. Estes sistemas são 

formados por urna série de tanques misturadores-decantadores, onde a solução e o solvente 

são misturados até serem atingidas as concentrações de equihbrio em ambas as fases. Após 

isso, deixa-se decantar a fase mais densa e faz-se a separação das fases antes delas passarem 

ao próximo estágio. Um esquema destes sistemas é mostrado na figura 2.2. 

ENTRADA 

ENTRADAr-----;------r-----;-----~-----;DALEVEFMffi DA FMffi 
PESADA _ + _ 

-+----
SAÍDA 

DA FMffi 
LEVE 

SAÍDA 
DA FMffi 
PESADA 

Figura 2.2 - Esquema de um sistema de contato e separação em estágios 

( misturadores-decantadores ). 
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Nestes equipamentos, obtém-se altas eficiências de separação em cada estágio. A 

grande desvantagem destes equipamentos é o grande espaço fisico requerido para sua 

instalação, principalmente nos casos em que o tempo para atingir o equihbrio ou a 

decantação da fase densa é muito grande. 

2) Sistemas de contato diferencial (contínuo) 

Nos sistemas diferenciais, os líquidos escoam continuamente e, geralmente, em 

contracorrente, sendo que os equipamentos são normalmente colunas verticais. O 

escoamento em contracorrente ocorre em função da diferença de densidade entre os líquidos 

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 direção ao topo da 

coluna. As colunas de contato diferencial são equipamentos mais compactos e ocupam um 

menor espaço 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, são mostradas essas classes e alguns exemplos de 

equipamentos de cada urna delas. 

A.l- Colunas sem agitação mecânica !l_ separação pela gravidade 

• Extratores de múltiplos estágios, como por exemplo, as colunas de pratos 

perfurados. 

• Colunas "Spray" 

• Colunas Recheadas 

Na figura 2.3 são mostrados os esquemas de colunas recheada e "spray". 

Nestes equipamentos, a forma de promover o contato entre as fases e, portanto a 

transferência de massa, é a ação da força gravitacional, devido à diferença de densidades 

entre as duas fases. São os mais simples dos extratores diferenciais usados na extração 

líquido-líquido. Eles apresentam baiJ<o custo de instalação e manutenção e ocupam reduzido 

espaço fisico. A principal desvantagem é a baixa eficiência de separação obtida, já que 
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muitas vezes não se consegue uma boa mistura entre as fases. Há a possibilidade de 

fonnação de caminhos preferenciais e zonas de estagnação. 

(a) 

000000 
000000 
000000 
000000 

000000 
000000 
000000 
000000 

(b) 

Figura 2.3 -Esquema de colunas recheada (a) e "Spray" (b). 

A.2- Colunas com agitação mecânica ~ separação gravitadonal 

• Coluna de fluxo pulsado 

• Coluna de pratos pulsados 

• RDC (Coluna de Discos Rotativos) 

, 

Nestes equipamentos, além da força da gravidade, tem-se a ação da agitação 

promovida mecanicamente, que pode ser traosferida ao sistema através de pulsações ou 

sistemas rotativos. Por exemplo, nas colunas pulsadas, além da força da gravidade, existe a 

ação da agitação causada pelas pulsações, agindo conjuntamente como força-motriz para a 

traosferência de massa na coluna. Nestes equipamentos, a eficiência de separação cresce 

bastante em relação aos equipamentos da classe anterior. A principal desvantagem é o maior 

consumo de energia, necessário para produzir as pulsações. 
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Na figura 2.4 são mostrados esquemas de colunas pulsadas. 

(a) (b) 

Figura 2.4- Esquema de colunas de fluxo pulsado (a) e de pratos pulsados (b). 

A.3- Contatores Centrífugos 

• Extrator Podbielniak 

• Extrator Luwesta 

• Extrator de Lavai 

Estes equipamentos utilizam a força centrífuga como força-motriz para a transferência 

de massa Eles são de desenvolvimento mais recente, possuem alta eficiência de separação e 

ocupam reduzido espaço fisico. A desvantagem é o seu alto custo de implantação. 

2.4.3. Colunas Pulsadas 

As colunas agitadas por pulsações, apesar de utilizarem mais energia em sua operação, 

oferecem a grande vantagem de proporcionarem taxas de transferência de massa e 

eficiências bem mais elevadas do que outros tipos de equipamentos. Isto acontece porque 

neste tipo de extrato r, a forma de agitação (pulsação) é introduzida no sistema na mesma 
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direção 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 pulsações foi proposto 

por van Dijck (1935). Neste trabalho, o autor propôs um novo tipo de equipamento para 

extração líquido-líquido, com a principal finalidade de se obter o máximo contato entre duas 

correntes líquidas. O princípio de funcionamento desta coluna consta basicamente do 

seguinte: as correntes líquidas são introduzidas na coluna em contracorrente, formando 

porções de cada uma delas nos vários compartimentos da coluna. Assim, em cada estágio 

(cada seção da coluna formada por um prato) são formadas duas camadas líquidas distintas, 

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

densidade). Com o movimento alternativo dos pratos, quando estes se movem para cima, o 

líquido pesado atravessa os furos dos pratos na forma de jatos, sendo disperso como gotas 

na camada de líquido leve do estágio anterior. De forma análoga, quando os pratos se 

movem para baixo, o líquido leve é injetado nos furos do prato superior, se dispersando na 

camada de líquido pesado. 

Van Dijck (1935) propôs também um outro tipo de coluna, em que os pratos são fixos 

e os fluidos pulsados através do emprego de bombas alternativas. Este equipamento, 

conhecido como coluna de fluxo pulsado, também apresenta boas taxas de eficiência, 

segundo os autores. Já que estes extratores não têm partes móveis, encontram extenso uso 

no processamento de soluções radioativas em trabalhos com energia atômica, onde podem 

ser colocados sob pesados campos de radiação sem requerer manutenção (Treybal, 1968). 

Vários autores, entre eles Smoot e Babb (1962), Duarte et ai (1992), Khemangkorn et 

ai (1978) e Góis (1995), já apresentaram estudos sobre colunas agitadas por pulsações, 

porém, a maioria se refere às colunas com fluxo pulsado. Todos os trabalhos mostram que 

este tipo de equipamento é bastante eficiente. Os sistemas líquidos estudados nestes 

trabalhos foram formados por água/solventes orgânicos. 

Duarte et ai (1992) apresentaram um estudo da hidrodinâmica e transferência de massa 

em uma coluna pulsada de discos e coroas. O sistema líquido ternário usado foi água-ácido 

málico-álcool amílico, sendo que a transferência de massa se realizou da fase continua 
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(água) para a fuse dispersa (álcool amílico ). A intensidade de pulsação, definida pelo 

produto da amplitude e freqüência, variou de 0,6 a 1,8 cm/s. Verifica-se que há um aumento 

da eficiência com o aumento da velocidade de pulsação até um máximo, a partir do qual esta 

começa a diminuir. Eficiências superiores a 90% foram encontradas (esta eficiência é 

baseada na comparação com o equihbrio- Eficiência de Murphree). Os dados de equihbrio 

para este sistema foram determinados experimentalmente. 

Góis (1995) estudou o desempenho de um extrator de pratos perfurados pulsantes, 

analisando para isso, a dispersão axial, a retenção da fuse dispersa e a transferência de 

massa. No estudo da transferência de massa, a eficiência de separação definida por Kawase 

(1990) foi analisada Estes estudos foram realizados com o sistema temário: água-ácido 

acético-butanol. Nestes estudos obteve-se elevados índices de extração (aproximadamente 

89%), o que mostrou que este tipo de equipamento é bastante eficiente e opera de modo 

estáveL Foi verificado, em geral, um aumento da eficiência de separação, da fração de 

retenção da fuse dispersa e do número de dispersão com o aumento da agitação na coluna, 

até certo ponto. Acima de certos limites, o excesso de agitação faz com que essas grandezas 

diminuam. Isto pode ocorrer pelo arraste de uma das fuses e maior fucilidade (rapidez) de 

escoamento das fuses na coluna, o que diminui o tempo de contato entre as fuses. Valores da 

fração de retenção da fase dispersa de aproximadamente O, 70 (70%) foram obtidos. 

Khemangkom et al (1978) analisaram a influência da direção de transferência de massa 

e de vários parâmetros no desempenho e na eficiência de uma coluna de fluxo pulsado. 

Observou-se que a direção de transferência de massa exerce pouca influência sobre a altura 

de uma unidade de transferência. 

Não foi encontrado nenhum trabalho que apresente o uso de sistemas de duas fuses 

aquosas em colunas pulsadas, nem o uso de colunas pulsadas em processos de extração e 

purificação de proteínas. 

2.5. Transferência de Massa em um Processo de Extração Líquido-Líquido 

É de fundamental importância no estudo da extração líquido-líquido ou de um extrator 

em particular, a avaliação da transferência de massa nesse equipamento. O estudo da 
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transferência de massa visa principalmente avaliar o quanto o sistema se aproxima do 

equihbrio, possibilitando assim definir um limite ideal de operação para o extrator. Sabe-se 

que na extração líquido-líquido, o processo de transferência de massa é governado, 

principalmente, pela difusão (Lo et ai, 1982). 

Analisando os trabalhos publicados, observou-se que os estudos de transferência de 

massa relacionam-se, principalmente, à análise do diâmetro médio de gotas, número de 

estágios teóricos, altura equivalente a um estágio teórico, coeficientes de transferência de 

massa, número de unidades de transferência de massa e eficiência de extração. 

Assim, neste item são apresentados os princípios básicos da transferência de massa em 

processos de extração líquido-líquido, como também, os meios de representar a eficiência 

nestes processos. 

2.5.1. Princípios da Transferência de Massa 

Quando um sistema contém dois ou mais componentes cujas concentrações variam de 

ponto a ponto no sistema, há uma tendência natural da massa ser transferida, minimizando as 

diferenças de concentração no sistema, já que de acordo com a segunda lei da 

termodinâmica, sistemas que não estão em equihbrio tendem a alcançar o equihbrio com o 

tempo. O transporte de um constituinte de uma região de maior concentração para outra de 

menor concentração é chamado "transferência de massa". 

A transferência de massa ocorre tanto pelo mecanismo molecular quanto pelo 

mecanismo convectivo. Estes mecanismos têm se mostrado diretamente dependentes do 

gradiente de concentração das espécies difundindo-se em uma fàse. Quando o equihbrio é 

estabelecido, o gradiente de concentrações e, por sua vez, a taxa de difusão das espécies, 

tomam-se zero na fàse. A transferência de massa entre duas fàses requer um afastamento do 

equihbrio. 

O mecanismo de transferência de massa depende da dinâmica do sistema no qual 

ocorre. Massa pode ser transferida por movimento molecular randômico em fluidos sem 

movimento ou pode ser transferida entre um fluido em movimento e uma superficie ou entre 

dois fluidos relativamente imiscíveis, em movimento, sendo dependente das propriedades de 
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transporte e das características dinâmicas do escoamento. O primeiro caso é característico 

da transferência de massa molecular e os dois outros casos são característicos da 

transferência de massa convectiva. 

2.5.2. O Coeficiente de Transferência de Massa 

Em processos de extração líquido-líquido, a transferência de soluto para o solvente 

ocorre através da interface. Supondo-se que nenhmna substância permaneça acumulada na 

interface, a velocidade de transferência de massa deve ser a mesma nos dois lados da 

interface, de forma a serem proporcionais às resistências existentes em cada fase (Coulson, 

1974). 

Vários mecanismos são sugeridos para representar as condições na região de fronteira 

entre as fases. O mais antigo é dado pela "Teoria dos Dois Filmes", proposta por Whitmann 

em 1923 (Whitmann, 1923). Mais tarde, outros mecanismos foram propostos, como a 

"Teoria da Penetração" de Higbie (1935), a de Danckwerts (1951) e a "Teoria da 

Penetração em Filmes" de Toor e Marchells (1958). 

Em um processo de extração líquido-líquido, a transferência através da interface do 

refinado ocorre devido à diferença de concentração (YR - Yru), sendo esta diferença de 

concentrações a força-motriz da transferência de massa na fase refinado. Na interface do 

extrato, a transferência de massa ocorre pela diferença de concentração (YEi- YE), sendo esta 

diferença de concentrações, a força-motriz da transferência de massa na fase extrato. Neste 

caso, o fluxo de soluto, Ns, pode ser representado pela seguinte equação: 

(2.1) 

Onde: kR e kE são os coeficientes parciais ou individuais de transferência de massa 

relativos às fases refinado e extrato, respectivamente; YR e YE são as concentrações molares 

do soluto nas fases refinado e extrato respectivamente e Yru e YEi são as concentrações do 

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

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

expressão: 



Capítulo 2 -Revisão da Literatura e Fundamentos Teóricos 29 

(2.2) 

onde: NB é a taxa de extração do soluto, ~ e KE são os coeficientes globais de 

transferência que estimam as resistências das duas fases. 

Em estudos de processos de extração líquido-líquido em contínuo com sistemas de 

duas fases aquosas, Pawar et a! (1997), Jafarabad et a! (1992 a e b) e Porto (1998) usaram o 

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

Em sistemas de duas fases aquosas, a resistência à transferência 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 proteínas representada pela 

correlação 2.3, a difusividade na fase rica em PEG é sete vezes menor do que na fase rica 

em sal. Pode-se, então, concluir que o coeficiente de transferência de massa da fase rica em 

PEG é pelo menos três vezes menor do que o da fase rica em sal sob condições 

bidrodínârnicas similares (Pawar et a!, 1997). 

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

correlação: 

D = 9,4xl0.15 TI J.lD Mp113 (2.3) 

Onde: D é a difusividade de proteínas em m2/s, T é a temperatura em K, J.lD é a 

viscosidade da fase em Pa.s e M, é a massa molecular da proteína em kg!kmol. 

Os coeficientes de transferência de massa global são dados pela seguinte equação, cujo 

desenvolvimento pode ser encontrado no trabalho de Treybal (1968): 

I !Kt = llk.! + mlkc (2.4) 

Nesta equação, m é o coeficiente de partição do soluto, a fase contínua, que é indicada 

pelo subíndice c, é a fuse rica em sal e a fase dispersa, que é indicada pelo subíndice d, é a 

fuse rica em PEG. 
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A equação 2.4 representa a resistência total, onde se relaciona o coeficiente de 

transferência global com os parciais (Treybal, 1968). 

Geralmente, o termo mlk. é desprezível em sistemas de duas fàses aquosas formados 

por PEG e sal, pois quanto maior a viscosidade da fàse, maior é a resistência imposta à 

transferência de massa. Assim, neste caso, a maior parte da resistência à transferência de 

massa é oferecida pela fase rica em PEG. Como resultado, pode-se concluir que a resistência 

que controla a transferência de massa prevalece na fàse dispersa. Sendo assim, o termo 11kc 

é menor do que 11k.J, já que o coeficiente de transferência de massa é inversamente 

proporcional à resistência imposta à transferência de massa. Além disso, m, que é o 

coeficiente de partição, é menor do que 1. Por isso, o termo mlk. pode ser desprezado. 

Portanto, neste caso, o coeficiente de transferência de massa da fase dispersa governa a 

transferência de massa global. O balanço de massa para enzimas e proteínas em uma altura 

diferencial, dH, da coluna é dado por: 

QdCp =~a. (Cp - KC,) . dH (2.5) 

onde ~a é o coeficiente de transferência de massa da fase dispersa (min"1
). 

Nos trabalhos citados, os valores de KC, eram sempre menores que 2% do valor 

mínimo de Cp na coluna em qualquer tempo, durante o experimento. Portanto, o valor de 

KC, pode ser assumido como constante com relação à altura e, então, a mistura na fase 

contínua não é importante para a estimativa do valor do coeficiente de tranaferência de 

massa nestas condições. O valor médio de C,, denomínado Crc, foi estimado com base em 

um balanço material (total de enzima extraída dividido pelo volume da fase rica em sal- fase 

contínua). Foi assumido que a fase dispersa flui em escoamento pistão. Verificou-se que o 

número de Peclet da fase dispersa era sempre maior que 20, usando-se o procedimento de 

Laddha et ai (1976), Wijffels e Rietema (1972 e Joshi (1982). Portanto, a mistura axial não é 

importante e a consideração de escoamento pistão é válida. A integração da equação 2.5 

acima e a substituição das condições de contorno (H=O, Cp;=Cent e H=Hn , Cpo=C,.;) fornece 

a seguinte equação (Pawar et ai, 1997): 

~a= QN. In [(Cem- KCrc)/(C,.;- KCrc)] (2.6) 
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Esta equação para o k.Ja foi desenvolvida para processos de operação semi-contfuua 

(Jafa.rabad et a!, 1992 a e b, Pawar et a!, 1997). Contudo, ela vem sendo usada também para 

a avaliação de processos de operação contfuua (Porto, 1998). _ 

Assim, esta equação é usada para estimar o coeficiente de transferência de massa da 

fase dispersa no presente trabalho. 

2.5.3. Eficiência de Extração 

Dois aspectos distintos sobre a eficiência de extração devem ser considerados: o 

primeiro, diferencia o comportamento real do ideal e o segundo trata a eficiência em termos 

de mecanismos de transporte de massa. Baseados nestes aspectos, várias definições de 

eficiência têm sido propostas (Lo et a!, 1982). 

Das definições de eficiência encontradas na literatura, considerou-se as de Kawase 

(1990) e de Murphree (1925). 

A eficiência definida por Kawase (1990) é baseada nas concentrações de soluto em 

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

(2.7) 

Onde : cr é a fração mássica de soluto na alimentação e 

c, é a fração mássica de soluto no refinado. 

Esta definição matemática pode ser chamada de Índice de Recuperacão do Soluto, 

percentagem de extração 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 correlação acima proposta. Foi necessário determinar as 

concentrações das fases no topo e no fundo da coluna. 
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A segunda definição de eficiência, que pode ser usada, é uma correlação experimental 

que descreve a eficiência de separação do extrator em estudo,, equacionada da seguinte 

forma: 

(2.8) 

Murpbree (1925) apresentou esta definição matemática de eficiência, chamada 

Eficiência de Murpbree. 

Chegou-se a esta definição através de uma modelagem, fazendo-se uso de 

conhecimentos de análise dimensional Esta equação representa a relação entre a eficiência 

obtida no equipamento (eficiência real) e a que seria obtida se o tempo de contato entre as 

fases fosse suficiente para se atingir o equih'brio (eficiência ideal), portanto representa o 

desvio em relação ao equihbrio. Esta equação é muito importante para fins de comparação e 

projeto de equipamentos de extração. Nesta definição, y,* é a concentração de soluto 

(fração molar) que se encontraria na fase refinado se o sistema estivesse em equilíbrio com a 

fase extrato. 

Para o uso da equação 2.8 é necessário o conhecimento das condições de equihbrio 

para o sistema líquido temário, o que pode ser obtido experimentalmente ou através de 

teorias termodinâmicas. 

2.5.4. Características da Transferência de Massa em Processos de Extração 

Líquido-Líquido 

Em equipamentos de extração líquido-líquido em contracorrente, a transferência de 

massa ocorre em uma dispersão de gotas que fluem pela ação da gravidade através da fase 

líquida continua (Rod, 1966). Uma maneira de melhorar a transferência de massa em colunas 

de extração líquido-líquido, aumentando a área inter:fàcial entre as fases e diminuindo o 

tamanho das gotas é através de colunas mecanicamente agitadas. Há várias formas de 

promover a agitação em uma coluna, entre elas estão: pulsações e os dispositivos rotativos. 
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As colunas de pratos pulsados ou fluxo pulsado são exemplos de equipamentos usados 

nestes processos. 

A mudança da concentração em uma gota, na coluna, é função da diferença de 

densidades, do coeficiente de transferência de· massa, da área interfàcial e do tempo de 

contato entre as fases, sendo que essas variáveis dependem do diâmetro das gotas. A 

concentração nas gotas menores é mais próxima do equihbrio do que nas gotas maiores 

devido ao maior tempo de residência e maior área interfacial (Rod, 1966). 

Segundo Hanson (1968 a e b ), em extratores comerciais, a transferência de massa 

ocorre entre a fase continua e as gotas. Em sistemas líquido-líquido, o aumento da agitação, 

inicialmente, causa um crescimento da área interfacial (através da diminuição no tamanho 

das gotas) e assim, eleva a taxa de transferência de massa. Porém, isso não acontece 

indefinidamente (Rabelo, 1995). Primeiramente, há um limite para o aumento da área 

interfacial que pode ser obtida. Em segundo lugar, abaixo de um certo tamanho de gotas, 

estas começam a se comportar como esferas rigidas, sem circulação interna, resultando na 

transferência de massa nas gotas devido apenas ao processo de difusão molecular que é 

lento. Em terceiro lugar, após um certo ponto, o aumento na agitação pode começar a 

suprimir a interação gota-gota, reduzindo a mistura na fase dispersa e também a taxa de 

transferência de massa (Hanson, 1968 b). Há, portanto, um grau ótimo de agitação que 

fornece a taxa de transferência de massa máxima. 

2.6. Fração de Retenção da Fase Dispersa ("Holdup") 

A transferência de massa entre as fases líquidas em escoamento em uma coluna de 

extração depende, entre outros fatores, da área interfacial de contato entre as fases continua 

e dispersa. A área interfàcial está relacionada com o tamanho das gotas e com a retenção da 

fase dispersa no interior da coluna. A retenção da fase dispersa é expressa pela fração 

volumétrica da fase dispersa contida no volume total da coluna, sendo de grande 

importância no projeto de colunas de extração líquido-líquido por influenciar a transferência 

de massa entre as fases. 
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A seguir, são apresentados os fimdamentos referentes à fração de retenção da fase 

dispersa, as regiões de operação existentes em colunas pulsadas e estudos encontrados na 

literatura relacionados com esta medida. 

As publicações existentes na literatura, relacionadas à fração de retenção são, em sua 

maioria, referentes às colunas com fluxo pulsado, sendo que a quantidade de estudos 

relativos às colunas com pratos pulsantes é pequena. Como a coluna agitada por campânulas 

pulsantes é um equipamento desenvolvido pelos autores deste trabalho e que está sendo 

estudado pela primeira vez, não há nenhuma publicação sobre ela. Assim, baseou-se a 

revisão bibliográfica nas colunas de fluxo e pratos pulsados, além de alguns trabalhos sobre 

a fração de retenção da fase dispersa em colunas de discos rotativos. 

2.6.1. As Regiões de Operação 

As regiões de operação em colunas pulsadas são definidas como faixas de operação 

derivadas do comportamento das fases nas colunas (Góis, 1995). 

Sege e Woodfield (1954) foram os primeiros autores a descreverem as regiões de 

operação em colunas pulsadas. Para isso, estes autores construiram gráficos em que foram 

relacionados a carga total de alimentação (11, + Vd) com a freqüência de pulsação e 

definiram a existência de zonas ou regiões de operação distintas. A seguir é apresentada uma 

breve descrição de cada região de operação, segundo Sege e Woodfield (1954). 

1- Região de operação J!!l completa inundação: Sege e Woodfield (1954) definiram 

o ponto de inundação (''flooding") como sendo a condição de operação em que as correntes 

de alimentação da coluna e de entrada de solvente são 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 são rejeitadas por esta fase. Não se dispersam e assim, não 

ascendem até o topo da coluna, devido às condições nas quais o equipamento é operado. 

Este tipo de operação é totalmente indesejável em qualquer equipamento de contato 

continuo. 
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2-Região de operação de inundação por pulsação insuficiente : Esta região é 

parecida com a anteriormente descrita, por se tratar de uma região de operação de 

inundação. Nesta região de operação, a inundação é causada pela baixa quantidade de 

energia que é fornecida à coluna. As correntes líquidas não conseguem ultrapassar os furos 

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

3- Região !k oneração de mistura-decantação : A operação de mistura-decantação, 

segundo Sege e Woodfield (1954), ocorre a baixas cargas (vazão total que entra na coluna) 

e freqüências, sendo caracterizada pela separação das duas fases (leve e pesada), sob a 

forma de camadas distintas entre os pratos durante o pulso. Este tipo de operação é 

altamente estável, porém menos eficiente quando comparada com a operação da mesma 

coluna em condições de emulsão. 

4- Região de operação de emulsão : A operação tipo emulsão ocorre a cargas e 

freqüências mais elevadas que as da operação mistura-decantação, sendo caracterizada pelo 

pequeno tamanho de gota produzido. É uma dispersão uniforme da fase leve na fase pesada, 

apresentando, portanto, pequena variação durante o pulso. A grande área de contato 

interfacial por unidade de volume fàz com que este tipo de operação seja mais eficiente que 

os apresentados anteriormente. 

5- Região de operação instável : A operação instável ocorre a cargas e freqüências 

ainda mais elevadas que as da região de emulsão. A mistura das fases forma gotas grandes 

ou porções de líquido com forma irregular, devido principalmente à coalescência das gotas 

da fase dispersa. 

2.6.2. Definição e Equações de Predição da Fração de Retenção da Fase Dispersa 

A fração de retenção da fase dispersa, que é a fração volumétrica da fase dispersa 

retida no interior do equipamento, é dada pela seguinte expressão : 

cj> =(Volume da fase dispersa) I (Volume total da coluna) (2.9) 

Griflith et ai (1952) foram os primeiros a sugerirem uma correlação para a fração de 

retenção da fase dispersa em colunas pulsadas, que é válida somente para a região de 
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mistura-decantação. A correlação proposta por Griffith et ai (1952) para colunas com fluxo 

pulsado é citada em trabalhos mais recentes, como o de Kumar e Hartland (1988). Contudo, 

de acordo com esta equação, a fração de retenção não é afetada por variáveis como a 

amplitude de pulsação ou pelas propriedades fisicas do sistema líquido utilizado. 

Kumar e Hartland (1983, 1988, 1995), Miyauchi e Oya (1965), Burkhart et ai (1979), 

Miyanami et ai (1975), Baird e Lane (1973) e Rama Rao et ai (1983) desenvolveram 

trabalhos onde diferentes correlações foram apresentadas e comentadas. As correlações 

propostas englobam variáveis do processo e propriedades fisicas dos sistemas líquidos. 

Dentre os trabalhos, destacam-se os de Kumar e Hartland (1988 e 1995). 

Kumar e Hartland (1988) usaram resultados experimentais publicados para a fração de 

retenção da fase dispersa em colunas de extração de pratos perfurados pulsados no 

desenvolvimento de uma correlação para predizer a fração de retenção da fase dispersa, nas 

regiões de operação de mistura-decantação, transição e emulsão, a partir de propriedades 

fisicas e variáveis de operação. Adicionalmente, foi proposta uma correlação que prediz os 

limites entre as regiões de operação de mistura-decantação e de transição. 

Neste trabalho (Kumar e Hartland, 1988), os autores elaboraram uma revisão da 

literatura existente sobre correlações para predizer a fração de retenção da fase dispersa e a 

velocidade caracteristica 

A equação 2.1 O representa a correlação proposta pelos autores para a predição da 

fração de retenção da fase dispersa, em colunas de pratos perfurados pulsados. Esta equação 

considera as condições de operação da coluna e as propriedades fisicas do sistema e foi 

originada nos dados publicados com e sem transferência de massa para 23 sistemas líquido

líquido a partir de 15 diferentes fontes de dados. Nestes dados, o algoritmo de Marquardt 

(Marquardt, 1963) foi aplicado para calcular os parâmetros das equações desenvolvidas. 

É asswnido que o valor do produto amplitude-freqüência ,(Af)., pode ser descrito 

pela relação: 
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-3 r, !J.p e 
( 

1/4 )0,33 
(A· J), =9,69xl0 11 ~, 4 

(2. I 1) 

(A f), marca a transição da região de mistura-decantação para a região de transição. 

Os valores das constantes kt e k2 para os três casos : sem transferência de massa, 

transferência de massa da fàse contmua para a dispersa (c~d) e na direção oposta (d~c) 

são dadas a seguir. 

sem transferência de massa 
transferência : c~d 
transferência : d~c 

2,10x10 
2,14x106 

1,10x106 

kz 
44,53 
44,53 
50,56 

A equação 2. 1 O prediz a fração de retenção da fase dispersa com um erro médio de 

17,8%. 

Knmar e Hartland (1995) estudaram a fração de retenção da fàse dispersa e a 

velocidade característica apresentando dados referentes a oito tipos de extratores. Com 

esses dados desenvolveram uma correlação para o cálculo da fração de retenção da fase 

dispersa, para cada uma dessas colunas e também uma correlação unificada, para todos os 

extratores. Adicionalmente, outras correlações foram testadas para os dados disponíveis e 

seus erros médios calculados. 

Segundo os autores, a forma integrada da equação proposta por Jealous e Jolmson 

(1955) para & (dissipação de energia por unidade de massa), como obtida por Hafez e Baird 

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

(2. 12) 

O valor do coeficiente, Co, é assumido como sendo 0,6. 
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A fração de retenção da fase dispersa, cp, é considerada como sendo uma função de E, 

das velocidades da fase contúma e dispersa (v, e Vd), das propriedades fisicas (p,, .ó.p, f.lc, f.ld, 

y), da área livre da seção transversal fracionai (e), do comprimento caracteristico (l) e da 

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

um compartimento para colunas agitadas em estágios. 

Diferentes combinações dessas propriedades foram consideradas para formar os 

grupos adimensionais. Análises de regressão foram realizadas usando-se o algoritmo de 

Marquardt (1963). A forma final da correlação que descreve a fração de retenção da fase 

dispersa como função de vários grupos adimensionais é: 

cp=TI<I>'Pr (2.13) 

Os grupos usados na equação são definidos a seguir: 

(2.14) 

[ ( )l/4]"' ( ( l/4 J 
<l>= v.:~ expln 3v, ~) (2.15) 

(2.16) 

(2.17) 

Os parâmetros na equação 2.13 foram otimizados para cada tipo de coluna, pois estas 

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

Cn= 0,13 
C'l':c~d=l 

d ~c= 0,64 
Cr = 153,2 

nt =0,80 
nz = 1,18 
n3 = 7,51 
11! =- 0,25 

O erro foi calculado de acordo com a equação abaixo: 

ns = 0,88 
116 =o 
n7 =- 0,54 
Erro médio = 19 % 

(2.18) 

Kumar e Hartland (1995) desenvolveram urna correlação unificada para todas as 

colunas. Esta correlação reproduziu os dados experimentais com um erro relativo de 29,3 

%. Para a equação 2.13, o erro relativo foi de 18,1 %, que é bem menor. Isso mostra que o 

comportamento de cada tipo de coluna é muito importante, porque o movimento da gota e 

padrões de escoamento da fase contínua são significativamente influenciados pelo tipo de 

agitação e características geométricas da coluna. 

Na tabela 2.1, encontra-se urna comparação entre algumas correlações publicadas, 

para colunas de pratos perfurados pulsados. Um grande número de correlações para a fração 

de retenção da fase dispersa estão disponíveis na literatura (Kumar e Hartland, 1988). 

Kumar e Hartland ( 1995) escollieram algumas correlações a fim de serem comparadas. 

Os altos valores do erro mostram que muitas dessas correlações não predizem 

satisfatoriamente os dados experimentais, o que pode ser visto na tabela 2.1. A mellior 

correlação foi a de Kumar e Hartland (1988), equação 2.10, que prediz a fração de retenção 

da fase dispersa com um erro relativo médio de 16,5 %, que é menor do que o erro obtido 

pela correlação 2.13 que foi de 19,0 %. 

As propriedades fisicas dos sistemas CUJOS dados foram considerados para o 

desenvolvimento das equações de Kumar e Hartland (1988, 1995) encontram-se no anexo 3. 
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Tabela 2.1 - Comparação de correlações para a predição da fração de retenção da fase 
dispersa e da velocidade relativa em colunas de pratos perfurados pulsados, de acordo com 
o erro relativo- número total de dados- 12591 (adaptado de Kumar e Hartland, 1995). 

Correlação Erros (%) 

Thomton (1957) 
Steiner (1988) 
Hussain et a1 (1988) 
(dmax I Do< 1) 
Misek (1963) e Misek e 
Marek (1970, 1983) 
( c ~ d e sem transferência) 
Ishli e Zuber (1979) 
Kumar e Hartland (1985) 
Baird e Lane (1973) 
Pilhofer (1974) 
Kumar e Hartland (1989) 
Miyauchi e 0ya (1965) 
Miao (1978) 
Tung e Luecke (1986) 
(p.(A/)3 /(2e2

) > 0,06 kg/m3
) 

Kumar e Hartland (1988) 
Steiner (1988) 
Kumar e Hartland (1995) 

70,8 
71,7 
48,3 

46,7 

47,4 
51,3 
55,5 
53,1 
20,1 
54,5 
49,8 
29,4 

16,5 
33,7 
19,0 

2.6.3. Velocidade Relativa e Velocidade Característica 

v--
259,6 
189,0 
45,3 

72,1 

61,5 
59,6 
49,5 
79,2 
15,6 
37,5 
27,5 
40,6 

16,2 
41,6 
16,3 

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

para um escoamento bifásico em contracorrente, através da seguinte correlação : 

(2.19) 

Nesta correlação, a velocidade relativa, V s, é o resultado da ação de forças externas e 

internas sobre as fàses continua e dispersa, sujeitas ao campo gravitacional (Heyberger, 

!983). A velocidade relativa é importante no estudo da transferência de massa entre as fàses, 

porque ela exerce grande influência sobre o coeficiente de transferência de massa (Kumar e 

Hartland, 1989). 
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A velocidade característica, V o, segundo Heyberger (1983), é derivada da velocidade 

relativa, na condição em que a fração de retenção da fase dispersa tende a zero. Assim, 

pode-se interpretá-la como sendo a velocidade de sedimentação ou ascensão de gotas da 

fase dispersa, no seio da fase continua, desprezando os efeitos de interações envolvendo as 

gotas, como por exemplo, a coalescência. 

Uma série de relações furam propostas para a função õ, que relaciona a velocidade 

relativa com a velocidade característica. Dentre as mais importantes, pode-se citar as de: 

Richardson e Zoki (1954), Misek (1953), Ishii e Zuber (1979) e Thomton (1957). Estas 

relações foram utilizadas em estudos experimentais com colunas de fluxo pulsado 

(Heyberger, 1983). 

Gayler et ai (1953) propuseram a equação 2.20, uma das mais simples, para a relação 

entre as velocidades relativa e característica: 

V,= V o. ( 1 - cp) (2.20) 

Baird e Shen (1984) propuseram uma relação para a função õ, para colunas com 

pratos pulsantes.De acordo com esta função e a equação 2.19, obtém-se uma expressão 

adequada para o cálculo da velocidade característica em função da fração de retenção da 

fase dispersa e das velocidades superficiais das fases, em colunas com pratos pulsantes: 

(Vicp) + [Vcl(1-cp)] = Vo(1-cp)/cp 113 (2.21) 

2.6.4. Análise da Literatura sobre a Fração de Retenção da Fase Dispersa 

Alguns pontos a considerar, de acordo com a análise da literatura sobre a fração de 

retenção da fase dispersa são as seguintes: 

• A fração de retenção da fase dispersa, normalmente, é medida pelo método da 

interrupção instantânea das correntes de entrada e de saída da coluna (método do 

estancamento). A inundação é obtida, através do ajuste da vazão da fase dispersa até a 

visualização de um "selo inter:fàcial" na base da coluna. 
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• Quanto aos estudos sobre a velocidade caracteristica, cita-se como trabalho mais 

interessante, o de Baird e Shen (1984), onde é apresentado um modelo para a determinação 

da velocidade caracteristica em função dos dados de fração de retenção da fase dispersa para 

colunas com pratos pulsantes. 

• As equações de Kumar e Hartland (1988 e 1995) foram escolhidas para serem 

testadas na predição da fração de retenção da fase dispersa. Deve-se ressaltar que essas 

equações foram obtidas para colunas de pratos perfurados pulsados e com sistemas aquoso

orgânico, com propriedades diferentes das apresentadas pelos sistemas de duas fases 

aquosas usados neste trabalho. Além disso, a energia de pulsação neste trabalho é transferida 

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

A seguir, são apresentados alguns trabalhos relacionados ao comportamento da fração 

de retenção da fase dispersa em função das variáveis operacionais, em extratores líquido

líquido. 

Baird e Lane (1973) concluíram em seu trabalho com colunas pulsadas, que a fração 

de retenção da fase dispersa crescia com o aumento das vazões das fases e da viscosidade da 

fase continua e decrescia com o aumento da tensão interfacial, da diferença de densidades 

entre as fases e do diâmetro das perfurações dos pratos. 

Rama Rao et a1 (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 existência dos regimes de mistura-decantação e emulsão, semelhantes aos que 

tinham sido encontrados por Sege e Wood:field (1954), em colunas com fluxo pulsado. 

Deste trabalho, observou-se que a fração de retenção dependia fortemente da vazão da fase 

dispersa, do número de pratos e da velocidade de pulsação (A . f), mas era pouco 

influenciada pela vazão da fase contínua e pela geometria dos pratos, principalmente no 

regime de operação de emulsão que é o de maior interesse prático nos estudos de retenção 

em colunas pulsadas. 

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

equipamento horizontal, na separação de proteínas do soro de queijo usando sistemas 
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aquosos bifásicos. A autora detenninou a fração de retenção da fase dispersa (fase rica em 

PEG) pelo método do estancamento rápido, após o estado estacionário ter sido atingido. 

Observou-se a independência da fração de retenção da fase dispersa tanto em relação à 

velocidade de rotação quanto em relação à razão de velocidades das fases. Assim, a 

capacidade e desempenho do extrator não foram reduzidos pela operação em baixas 

velocidades de agitação, o que leva a condições de mistura favoráveis a produtos lábeis, 

como as proteínas. 

Góis (1995) estudou o comportamento de operação de uma coluna de extração com 

pratos pulsantes, usando o sistema ternário água-ácido acético-butanol. Neste trabalho, foi 

verificado que a fração de retenção da fase dispersa aumentava com o aumento da 

freqüência de pulsação, da vazão da fase dispersa, do número de pratos e da amplitude de 

pulsação e diminuía com o aumento da área livre dos pratos e da vazão da fase continua, 

embora esta tenha exercido pouca influência na fração de retenção da fase dispersa. O 

sistema apresentou um regime de operação estável. Em alguns casos, observou-se o arraste 

da fase dispersa pela fase contínua, o que provocou uma redução na fração de retenção da 

fase dispersa, quando a agitação atinge níveis elevados. Nestes casos, houve uma condição 

ótima de operação, acima da qual, o aumento das variáveis de operação provocou uma 

queda da fração de retenção da fase dispersa, em detenninadas condições. Isto ocorreu para 

as variáveis: freqüência, amplitude de pulsação e número de pratos. Os valores da fração da 

fase dispersa encontrados variaram de aproximadamente 0,05 até 0,70. Góis (1995) concluiu 

que o modelo proposto por Baird e Shen (1984), aplicado ao conceito de velocidade relativa 

descrito por Dell e Pratt (1951), era o que mais se aproximava das condições experimentais 

empregadas. 

Coimbra et a! (1998) estudaram a fração de retenção da fase dispersa e a velocidade 

característica em um extrator de discos rotativos perfurados (PRDC) usando sistemas de 

duas fases aquosas compostos por PEG 6000 e fosfato de potássio bibásico. Foi verificado 

que a área livre de escoamento dos discos exerceu uma pequena influência nos valores da 

fração de retenção da fase dispersa (o aumento da área livre reduziu a fração de retenção da 

fase dispersa) e que o aumento da velocidade de rotação e da razão entre os volumes das 

fases faziam com que a fração de retenção da fase dispersa aumentasse também. Valores da 
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fração de retenção da fase dispersa da ordem de 20% (0,2) foram obtidos. Os autores 

compararam os valores de fração de retenção da fase dispersa preditos pelo modelo 

apresentado por Kumar e Hartland (1995) e os obtidos experimentalmente, verificando que 

eram bastante diferentes. Essa . diferença, segundo os autores, pode estar associada à 

presença tanto dos discos perfurados quanto às propriedades fisicas dos sistemas aquosos 

bifásicos, principalmente à baixa tensão interfàcial. F oi verificado que a equação proposta 

por Gayler et ai (1953) correlaciona satisfatoriamente a velocidade característica com a 

fração de retenção da fase dispersa, mostrando-se válida Observou-se uma relação inversa 

entre a velocidade característica e a velocidade de rotação dos discos. 

Porto (1998) realizou um estudo sobre a extração líquido-líquido de proteínas 

utilizando sistemas de duas fases aquosas (PEG/fosfato de potássio) em uma coluna de 

discos perfurados rotativos, operando em continuo. Foi observado que para valores de 

velocidade de rotação inferiores a 150 rprn, houve um aumento na fração retida da fase 

dispersa com o aumento da velocidade de rotação, na maioria das vazões de alimentação 

estudadas. Porém, para valores acima desta velocidade de rotação, ocorreu uma discreta 

diminuição na fração retida da fase dispersa, para vazões total superiores a 3 mL/min. Este 

comportamento pode ser explicado pela resistência imposta ao escoamento pelos discos 

perfurados quando a velocidade de rotação é muito elevada, o que pode impedir a ascensão 

das gotas da fase dispersa até o topo da coluna e aumentar o arraste. 

Os valores encontrados com sistemas bifásicos aquosos em coluna PRDC (Porto, 

1998) para a fração retida da fase dispersa (variando de menos de 0,10 a cerca de 0,40) 

foram muito superiores aos já descritos na literatura para coluna "spray", utilizando 

diferentes sistemas bifãsicos aquosos com proteínas e enzimas (Sawant et ai, 1990; 

Jafarabad et ai, 1992 a e b). Estes resultados estão em concordância com os obtidos por 

Pawar et ai (1997), em coluna "spray", modificada de modo a gerar maiores valores da 

fração retida da fase dispersa. 

Quanto à influência da velocidade da fase dispersa na fração retida da fase dispersa em 

diferentes composições dos sistemas aquosos, pode-se verificar que para os vários sistemas 

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

aumento da composição do sistema. 

Kumar e Hartland (1982), relataram que o tamanho da gota diminui e o número de 

gotas aumenta com o aumento da velocidade da fuse dispersa, resultando em um aumento 

dos valores da fração retida da fuse dispersa. Efeitos similares foram observados em outros 

trabalhos (Jafarabad et al, 1992 a; Pawar et ai, 1997; Venâncio et ai, 1995). 

Com o aumento diferença de densidades das fases e da composição dos sistemas de 

duas fuses aquosas, valores menores são observados para a fração retida da fuse dispersa 

para vários sistemas estudados (Sawant et al, 1990; RagbavRao et al, 1991; Venâncio et a1, 

1995 e Porto, 1998). 

2.7. Sistemas de Duas Fases Aquosas 

Na escolha de meios de extração para aplicações na biotecnologia, vários critérios 

devem ser considerados, já que nesta área parâmetros como, solubilidade e estabilidade dos 

compostos são importantes e não podem ser desprezados. Entre estes critérios pode-se citar 

(Porto, 1998): 

• o meio não deve ser tóxico ao sistema biológico nem ao homem; 

• a recuperação do bioproduto a partir do meio extrator deve ser fãcil; 

• deve ter baixo custo e estar disponível comercialmente em grande quantidade; 

• ser passível de esterilizar; 

• ser imiscível ou parcialmente miscível com soluções aquosas; 

• não deve ter a tendência de formar emulsões estáveis com materiais biológicos; 

• não ser inflamável. 
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Além desses :fàtores, em processos de extração líquido-líquido aplicados a quaisquer 

sistemas, é imprescindível que os solventes escolhidos formem duas :fàses (sejam irniscíveis 

ou parcialmente miscíveis) e tenham densidades diferentes (Hustedt et al, 1985). É também 

importante que a separação das :fàses seja rápida 

Nos processos biotecnológicos, em que se opera com biomoléculas ou células, existe 

um número muito limitado de solventes adequados a serem usados. O uso de solventes 

orgânicos é, normalmente, limitado pelas caracteristicas hidrofilicas dos produtos de 

fermentação. Isso leva à necessidade de utilização de elevadas razões entre as :fàses orgânica 

e aquosa, devido aos baixos coeficientes de partição dos produtos em relação ao solvente 

orgânico. Além disso, os solventes orgânicos são geralmente tóxicos para as proteinas e 

também provocam a desnaturação das mesmas.Assim, a introdução dos sistemas de duas 

:fàses aquosas é uma alternativa que possibilita o emprego da extração líquido-líquido nestes 

processos, já que estes sistemas ajustam-se aos critérios requeridos nas bioseparações. 

Os sistemas de duas :fàses aquosas formam-se pela adição de soluções aquosas de dois 

polímeros hidrofilicos, como por exemplo, polietileno glicol (PEG) e dextrana ou de um 

polímero e um sal, como por exemplo, o PEG e fos:fàtos de potássio, em concentrações 

acima de seus valores críticos, quando separam-se em duas :fàses, espontaneamente. Nos 

exemplos citados, a :fàse mais leve, que tem a menor densidade, é rica em polietileno glicol, 

enquanto a fase mais pesada, que tem a maior densidade, é rica em dextrana ou sais. Os 

polímeros e os sais são solúveis em água, mas são incompatíveis entre si e se separam em 

duas :fàses (Albertsson, 1986). Eles constituem um meio suave e protetor, adequado para a 

extração de substâncias de origem biológica, pois as :fàses são compostas de cerca de 70% a 

90% de água, o que proporciona um ambiente ameno e adequado para o trabalho com 

compostos biologicamente ativos, preservando a sua estabilidade molecular e permitindo o 

seu processamento neste meio (Coimbra, 1995). 

A separação espontânea, em duas :fàses distintas, devido à adição de soluções aquosas 

de dois polímeros foi inicialmente observada pelo microbiologista holandês Beijerinck, em 

1896, ao misturar ágar com gelatina (ou amido solúvel) e água, a certas concentrações. A 

:fàse inferior era rica em ágar e a superior em gelatina (ou amido). Em 1956, Albertsson 
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constatou que sistemas formados por polímeros solúveis e solventes orgânicos, assim como 

sistemas formados por polímeros hidrofilicos e água, também possibilitavam a partição de 

materiais biológicos, ou seja, permitiam que uma terceira substância introduzida ao sistema 

fosse coletada, preferencialmente, em uma das fases, de acordo com ajustes de parâmetros 

fisico-quimicos. Devido a esta caracteristica, os sistemas de duas fases aquosas estão sendo 

empregados no isolamento e purificação de biomoléculas de importância comercial, tais 

como, células, proteínas, enzimas, vírus, fragmentos de membranas e organelas celulares. De 

acordo com Albertsson (1986), é possível obter-se separações bastante seletivas de 

substâncias, usando-se sistemas aquosos de polímeros, sob condições não desnaturantes. 

Os sistemas de duas fases aquosas formados por PEG-Dextrana-Água e PEG-Sal

Água têm sido, nos últimos anos, os mais freqüentemente estudados e utilizados para 

purificação de um grande número de biomoléculas (Diamond et al, 1992). 

Além de ser usado como um método de separação aplicado a materiais biológicos sob 

condições que preservam a sua atividade biológica, os sistemas de duas fases aquosas são 

usados também na determinação 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 separação de diferentes biomoléculas (Guan et ai, 

1993). 

Albertsson (1971) comparou os sistemas de duas fases aquosas com os solventes mais 

convencionais, de acordo com a sua natureza hidrofóbica!hidrofilica A fase rica em sal é 

mais hidrofilica e a fase rica em PEG é mais hidrofóbica. 

Geralmente, considera-se que a separação de moléculas em sistemas de duas fases 

aquosas é dependente das caracteristicas da super:ficie molecular dos compostos a serem 

particionados, tais como: carga, tamanho e propriedades hidrofóbicas (Albertsson, 1971; 

LaMarca et al, 1990). 
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O efeito da massa molecular do polímero, concentração, densidade das fases e a 

presença de sais em sistemas de duas fases aquosas têm sido estudados por vários autores 

(Albertsson, 1971, 1986; Jobansson, 1985; Bamberger et ai, 1984; Zaslavsky et ai, 1992; 

Carlson, 1988; Huddlestone et ai, 1991; Asenjo et ai, 1990; Sarmento et ai, 1994). 

A extração com sistemas de duas fases aquosas oferece vantagens para processamento 

em larga escala. Algumas delas são : elevado rendimento, faixa de trabalho próxima ao 

equihbrio, fãcil ampliação de escala e a possibilidade de processamento contfuuo (Kim et ai, 

1988). Esses fatores justificam o interesse na aplicação de sistemas de duas fases aquosas. A 

maioria dos estudos concentram-se na análise dos fundamentos da separação de fases e da 

partição de proteínas, na redução dos custos do processamento, no aumento da seletividade 

da extração (por exemplo, pela adição de ligantes), na pesquisa de novos componentes 

fonnadores das fases, especialmente para substituir a dextrana, que é um polímero de custo 

elevado e no desenvolvimento de novos sistemas (Szlag e Giuliano, 1988), na operação em 

múltiplos estágios (Coimbra, 1995), na ampliação de escala de laboratório para planta piloto 

ou larga escala (Hnstedt et ai, 1985; Papamichael et ai, 1992) e na modelagem do processo 

de partição dos componentes (King et ai, 1988; Grossmann et ai, 1993; Eiteman, 1994). 

2.7.1. Tipos de Sistemas de Duas Fases Aquosas 

Existe uma grande variedade de polímeros hidrofilicos, naturais ou sintéticos, capazes 

de gerar a separação de fases ao se misturarem com um segundo polímero 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 são PEG/Dextrana e PEGIFosfato de Potássio. Nos 

livros de Albertsson (1986, 1971) encontram-se detalhados vários sistemas de duas fases 

aquosas com os respectivos diagramas de equihbrio, descrevendo também as suas 

propriedades fisico-químicas. 

A escolha desses componentes das fases foi ao acaso, mas aparentemente perfeita, já 

que os coeficientes de partição nestes sistemas são atraentes nas faixas normais de separação 

(Kula, 1990). 
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Em princípio, todos os tipos de sistemas de duas fases aquosas podem ser empregados 

na separação de biomoléculas. No entanto, quando se considera o sistema em larga escala, 

onde critérios como custo, quantidade de reagentes, tempo de separação das fases e 

reciclagem dos componentes não podem ser desprezados, o número de sistemas capazes de 

conjugar os requisitos necessários é bastante reduzido. De acordo com estas limitações, os 

sistemas usados no processamento em larga escala têm sido restritos aos sistemas 

constituídos por PEG-Dextrana e PEG-Sal, por estes estarem disponíveis no mercado em 

grandes quantidades, serem atóxicos, passíveis de esterilização e apresentarem uma maior 

fàixa de aplicação e propriedades fisicas adequadas, principahnente com relação à diferença 

de densidade e viscosidade. A adição de PEG e Dextrana em alimentos é permitida em 

muitos paises, enquadrando-os dentro da legislação para o trabalho com produtos 

alimentícios e farmacêuticos. 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 -
Polietilenoglicol -
Polietilenoglicol
Polipropilenoglicol
Polipropilenoglicol
Polipropilenoglicol
Polipropilenoglicol
Metilcelulose -
Polivinil álcool-

2. 7.2. Polietilenoglicol 

Dextrana 
Fico! 
Fosfatos de Potássio 
Polietilenoglicol 
Dextrana 
Glucose 
Fosfatos de Potássio 
Dextrana 
Dextrana 

O polietileno glicol, HO-(CH2CH2)n - CH2CH20H, é um dos polímeros mais úteis em 

sistemas de duas fases aquosas. Ele é um poliéter sintético neutro, linear ou de cadeia 

ramificada, disponível em diferentes massas moleculares, variando de poucas centenas a 

milhares de daltons. Solubiliza-se em água e em diferentes solventes orgânicos. A sua 

solubilização em água é atribuída à ligação das moléculas de água a muitas ou todas as 

moléculas em tomo da cadeia de polietileno. Essa ligação ocorre pelo mecanísmo de pontes 
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de hidrogênio. Ligações deste tipo são relativamente fracas e podem ser quebradas de várias 

maneiras (Franco, 1992). O calor, em muitos casos, é suficiente para quebrar essas ligações 

e insolubilizar as moléculas do polímero. A adição de cátions monovalentes diminui a 

solubilidade desses polímeros, devido à competição dos íons de sal pela água, o que 

efetivamente reduz a quantidade de moléculas de água livres disponiveis para solubilizar o 

polímero. Dos sais inorgânicos, CaCh, MgCh e AlCh, são os mais capazes de promover 

este efeito. 

O polietileno glicol, também chamado na forma abreviada de PEG, é 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 são 

denominados óxidos de polietileno, PEO. São fornecidos na forma de soluções incolores 

estáveis ou pastas, se possuírem massas moleculares menores que 1000. Os de massas 

moleculares elevadas, acima de 1000, são encontrados na forma de pó ou de flocos brancos 

(Coimbra, 1995). Podem ser estocados a temperatura ambiente, embora a 4 oc, a ocorrência 

de oxidação em soluções seja retardada. A oxidação do PEG, detectada pela diminuição do 

pH, devido à hberação de grupos ácidos altera a coloração da solução para marrom 

(Bamberger et ai, 1985). 

Não sendo antigênico nem imunogênico foi aprovado pelo FDA, "Food and Drug 

Adrninistration". Sua utilização é de interesse na biotecnologia e biomedicina. Está sujeito a 

modificações químicas rápidas, controlando a solubilidade e aumentando o tamanho das 

moléculas às quais se liga. Não provoca a diminuição da atividade de células e proteínas 

(Harris, 1992). Sendo biodegradável e atóxico, a descarga de PEG não é problemática 

(Coimbra, 1995). 

2.7.3. Características dos Sistemas de Duas Fases Aquosas 

Os sistemas de duas fases aquosas têm como importante característica, o fato de 

conterem cerca de 70% a 90% de água em sua composição, o que permite a partição de 

biomoléculas e de partículas celulares em condições não desnaturantes. 
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A tensão interfacial entre as fases é muito pequena, algumas ordens de grandeza 

inferiores às correspondentes aos sistemas convencionais aquoso-orgânico (em tomo de 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 tensão interfacial minimiza 

também a tendência à desnaturação de biomoléculas que precipitam na interface, 

preservando a atividade biológica e permitindo que o equihbrio seja atingido mais 

rapidamente, embora prejudique os tempos de separação das fases (Diamond et al, 1992). 

Elevados tempos de separação poderiam causar a inundação com maior fàcilidade em 

equipamentos que operam em contmuo, projetados para sistemas convencionais. 

As massas específicas das fases são aproximadamente igual a 1 nos sistemas de duas 

fases aquosas, devido ao elevado conteúdo de água (Albertsson, 1986). A diferença entre as 

massas específicas das fases nestes sistemas também é pequena, sendo maior para sistemas 

PEG-Fosfàtos do que para sistemas PEG-Dextrana (Kula, 1985). 

A viscosidade das fases está diretamente relacionada ao aumento da massa molecular 

do polúnero. Geralmente, quanto maior for a massa molecular do polúnero, mais elevada é a 

viscosidade das duas fàses em equihbrio (Albertsson, 1986). Entretanto, o aumento da 

viscosidade com o aumento da massa molecular do polímero pode ser minimizado em alguns 

casos, já que quando se usam polúneros de alta massa molecular, são necessárias 

concentrações mais baixas destes polúneros para a formação das fàses. Uma alternativa 

bastante interessante para anular este efeito da viscosidade do polúnero é a substituição do 

polímero pelo sal. A menor viscosidade é uma das principais vantagens dos sistemas PEG

Sal, uma vez que a viscosidade é um dos fàtores determinantes na viabilidade da aplicação à 

escala industrial (Sarmento et al, 1994). 

As propriedades fisicas dos sistemas de duas fases aquosas podem ser alteradas por 

manipulação de sua concentração e composição dos polímeros e sais. Deste modo, a 

partição de moléculas e de partículas biológicas podem ser exploradas para obtenção de 

separações que, de outro modo, seriam dificeis ou mesmo impossíveis de serem realizadas 

(Venâncio e Teixeira, 1996; Porto, 1998). 
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De acordo com Albertsson (1986), as principais vantagens dos sistemas de duas fuses 

aquosas são: 

• facilidade de aumento de escala; 

• rápida transferência de massa; 

• o equihbrio é alcançado rapidamente; 

• algumas enzimas são estabilizadas pelos polúneros; 

• possibilidade de operação em contínuo; 

• possibilidade de separação rápida e seletiva; 

• possibilidade de operação à temperatura ambiente; 

• mais econômico que outros processos de separação. 

2.7.4. Diagramas de Fases 

Para obter duas fuses aquosas imiscíveis ou parcialmente miscíveis a partir de uma 

solução de dois polúneros ou de um polúnero e um sal, é necessário que as concentrações 

desses componentes estejam acima de determinados valores, chamados de concentrações 

críticas. Essas concentrações críticas podem ser obtidas através de um diagrama de fuses do 

sistema de interesse. 

A figura 2.5 mostra um esquema do diagrama de fases correspondente ao sistema 

PEG 4000- Fosfato de Potássio, a temperatura de 20 oc e pH 7,0 (adaptado de Albertsson, 

1986 e Porto, 1998). Uma solução homogênea (uma única fuse) é obtida quando as 

concentrações de PEG e fos:fàtos se encontram abaixo da curva, que é chamada curva 

binodal. Este é o caso do sistema representado pelo ponto H, cujas concentrações obtidas 

no gráfico são as concentrações totais. Para concentrações situadas acima da curva binodal, 

ocorre a separação de fuses, como por exemplo no caso do sistema com composição total 

representada pelo ponto M (Sebastião et al, 1996; Porto, 1998). 
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A composição da fase de topo do sistema M é representada pelo ponto C e as 

concentrações de equihbrio de PEG e sal relativas à fase de fundo do mesmo sistema são 

dadas pelo ponto B, do diagrama de fuses. A linha que une o ponto C ao ponto B passando 

pelo ponto M, chama-se "tie tine" ou linha de amarração. 

Cada par de concentrações de PEG e sal pertencente a uma mesma linha de amarração 

originará um sistema bifásico idêntico, diferindo apenas na razão de volumes entre as fuses 

do topo e do fundo (Kula et al, 1982). A razão entre os volumes das fases do sistema, 

representado pelo ponto M, pode ser obtida do diagrama de fases através da razão entre os 

segmentos de reta MB e MC (Cabral et al, 1992). 

30,-------------------------, 
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Y- PEG 4000 (% p/p) 

X- Fosfato de potássio 

I% PIPI 

Figura 2.5 - Diagrama de fases do sistema PEG 4000 - fosfutos de potássio, a 20°C e 

pH 7,0 (adaptado de Albertsson, 1986). 

No ponto crítico, que é o ponto que delimita as regiões de duas fuses e de uma única 

fase, uma pequena alteração nas concentrações das fuses pode transformar um sistema de 

duas fases aquosas em uma solução homogênea. 

A composição que dá origem à formação 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 polímeros, a separação de fases é obtida com 

concentrações mais baixas de polímero, ou seja, a curva binodal sofre um deslocamento em 

direção à origem do diagrama de fases e, portanto, as fases apresentam um maior conteúdo 

de água (Venâncio e Teixeira, 1996; Porto, 1998). 

Nos sistemas de duas fases aquosas formados por dois polímeros, o aumento da 

temperatura promove uma maior miscibilidade entre os polímeros constituintes do sistema e, 

conseqüentemente, 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 são válidas para outros sistemas de duas fases aquosas fOrmados por 

dois polímeros (Albertsson, 1986). 

Em sistemas de duas fases aquosas constituídos por um polímero e um sal, o efeito da 

temperatura é oposto. Com o aumento da temperatura ocorre uma diminuição das 

concentrações de polímero e de sal necessárias para a formação de duas fases. 

2.7.5. Sistemas PEG/Sal 

A formação de sistemas de duas fases aquosas constituidos por PEG e sal foi primeiro 

observada por Albertsson nos anos 50, mas os fundamentos teóricos envolvidos na 

formação desses sistemas ainda não são bem explicados. 

Esses sistemas foram introduzidos para a aplicação prática na separação de proteinas 

em larga escala, devido à maior diferença entre as massas específicas das fases, menor 

viscosidade e menores custos, levando a uma separação muito mais rápida do que os 

sistemas PEG/Dextrana, por exemplo. A aplicação industrial de sistemas de duas fases 

aquosas PEG/Sa! foi incentivada e desenvolvida pela dispombilidade de equipamentos 

comerciais que permitem separações continuas e mais rápidas de proteinas (Kula, 1990; 

Kroner e Kula, 1978; Kroner et a!, 1982; Kula et a!, 1982). 

Os sistemas PEG-Sal apresentam boa seletividade e economia quando comparados aos 

sistemas PEG-Dextrana. Isto fucilita o uso de sistemas polímero-sal em aplicações 

industriais, onde a partição é conduzida em baixas concentrações de sais (Kroner et a!, 

1984). Íons como fosfato, citrato e sulfato distribuem-se de maneira mais desigual do que 
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íons monoatômicos, como cloretos, o que gera uma maior diferença de potencial entre as 

fàses e conseqüentemente afeta positivamente o coeficiente de distnbuição do soluto 

(Coimbra, 1995). Ao contrário da Dextrana, sais são fãceis de manusear e tem baixo custo. 

Para sistemas de duas fàses aquosas PEG/Sal, os efeitos de "salting out" parecem 

atuar de maneira mais intensa com o aumento do comprimento da linha de amarração, 

transferindo as proteínas da fàse rica em sal para a fàse rica em PEG. Se a solubilidade da 

proteina na fàse rica em PEG não for suficiente, elas tendem a precipitar na interface. Os 

limites de solubilidade e "salting out" são dependentes das propriedades individuais das 

proteínas, portanto uma resposta diferencial é esperada quando uma mistura de proteínas é 

manipulada (Kula, 1982). 

Inicialmente, os sistemas PEG/Fosfato foram os mais usados e estudados (Kula, 1979, 

1985, 1990; Kula et aJ, 1982; Hustedt et aJ, 1978, 1982; Veide et aJ, 1983). Os sistemas 

PEG/Sulfato começaram a ser estudados posteriormente (Eiteman e Gainer, 1989 a,b, 1991; 

Cbiang e Wang, 1988). 

Vernau e Kula (1989, 1990) desenvolveram um sistema de duas fases aquosas usando 

citratos, a fim de tornar os sistemas de duas fàses aquosas menos agressivos ao meio 

ambiente. O citrato é biodegradáve1 e atóxico, e poderia ser descartado em uma planta de 

tratamento de resíduos. 

2.7.6. Recuperação de Sais e Polímeros 

A possibilidade de reutilização dos constituintes das fàses deve ser considerada ao 

efetuar um projeto em larga escala, pois os custos dos componentes das fàses aumentam 

linearmente com o aumento da escala de produção (Kroner et aJ, 1984). 

A reciclagem de PEG pode ser facilmente integrada ao processo, chegando a níveis de 

recuperação em tomo de 90 % a 95 % (Hustedt et al, 1988). As técnicas de recuperação de 

PEG mais usadas são a ultrafiltração e a extração com solvente orgânico seguida de 

evaporação (Coimbra, 1995). O PEG da fàse do topo, rica em PEG, pode ser reciclado com 

sucesso (Kroner e Kula, 1978; Kroner et aJ, 1982; Hustedt et aJ, 1985, 1987, 1988; Turner, 

1991; Mistry et aJ, 1992). 
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O descarte de sais é geralmente mais problemático. Em sistemas contendo células, 

ácido nucléico, proteínas solúveis e insolúveis, a separação de sais da fase primária por 

técnicas de separação mecânica, tais como centrifugação ou ultrafiltração é muito dificil de 

ser conduzida eficientemente. A eletrodiálise é considerada um método geral para a 

reciclagem de sais e para a dessalinização da fase rica em PEG (Hustedt et al, 1988). Sais 

também podem ser recuperados usando uma mistura de álcool alifático - sal - água (Greve e 

Kula, 1991 ). Especificamente para a separação de fosfàto de potássio, um resfriamento 

abaixo de 6 oc provoca a precipitação do sal, possibilitando a sua reutilização (Paparnichael 

et al, 1992; Coimbra, 1995). 

Greve e Kula (1991) estudaram maneiras de reciclar a fase rica em fosfàto de sistemas 

PEG/Fosfato para minimizar a poluição ambiental. A reciclagem da fase fosfàto foi obtida 

pela sua separação através do uso de álcoois. 

Mais recentemente, outros autores estudaram a reciclagem de polimeros e sais em 

processos de extração com sistemas de duas fases, mostrando que a reciclagem pode ser 

integrada ao processo com sucesso, t'liminando uma das limitações ao emprego de sistemas 

de duas fases aquosas em larga escala, que é o consumo de grandes quantidades de 

compostos formadores das fases (van Berlo, 1998; Rito-Palomares, 1994). 

2.7.7. Partição de Proteínas em Sistemas de Duas Fases Aquosas 

Os fundamentos de partição de biomoléculas entre duas fases ainda não são totalmente 

compreendidos, apesar do progresso alcançado com a modelagem termodinâmica da 

distribuição de proteínas na interfàce dos sistemas de duas fases aquosas. Existem duas 

diferentes aproximações para a abordagem termodinâmica, a primeira utiliza um tratamento 

rigoroso para modelagem do equilíbrio (Baskir et al, 1989) e a outra, métodos de 

contribuição de grupos (Kang e Sandler, 1988). 

A tendência de separação de fases apresentada por dois polimeros quando adicionados 

em um solvente comum, ocorre porque a baixa concentração molar dos polimeros na 

solução (tipicamente menor que 0,05 mol/L) leva a um pequeno ganho de entropia durante a 

mistura. Por outro lado, cadeias poliméricas têm uma área superficial por molécula maior do 
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que compostos de baixo peso molecular, tanto que as energias de interação entre os dois 

polímeros se sobrepõem à energia de G:ibbs do sistema. Estes fatores levam à formação de 

duas fases em sistemas ternários polímero-polímero-água, em baixas concentrações dos 

polímeros. 

Há vários fatores que influenciam a partição de biomoléculas em sistemas de duas 

fases aquosas. Estes fatores são inerentes ao próprio sistema (tipo de componentes do 

sistema, massa molecular do polímero, concentração do polímero e dos sais, tipo de íon 

presente, força iônica e pH) e ao biocomposto que é distnbuído (massa molecular, carga, 

bidrofobicidade e confOrmação, presença de ligantes bioespecíficos, entre outros). A seleção 

de propriedades dos sistemas de duas fases aquosas apropriados para a purificação de uma 

proteina específica é ainda muito empirica, embora existam regras gerais com relação ao 

efeito das caracteristicas do polímero e da composição iônica da proteina a sofrer a partição 

(Cascone et ai, 1991). 

A modelagem quantitativa da partição de proteinas em sistemas de duas fases aquosas 

representa um complexo problema porque o comportamento do sistema depende de muitos 

fatores, que já foram citados anteriormente e das interações entre eles: interações dos 

polímeros com as cadeias das proteinas e com diferentes sais, interações polímero-polímero, 

sal-proteina, proteina-proteina e, quando usados, as interações dos ligantes com os outros 

componentes presentes. Estudos empiricos com sistemas de duas fases aquosas mostraram 

ser a distribuição da proteina função desses fatores. 

A existência de tantas variáveis torna extremamente díficil a previsão teórica do 

coeficiente de partição de um dado soluto, conduzindo muitas vezes, ao trabalho 

experimental (Sebastião et ai, 1996; Porto, 1998). 

Considerando que C e Cb sejam as concentrações da proteina nas fases do topo e do 

fundo, o coeficiente de distribuição das proteinas é definido por : 

(2.22) 

Modelos quantitativos para predição do comportamento do sistema em função do tipo 

de polímero, de biomolécula, da composição das fases, do pH e da temperatura não estão 
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disponíveis. Além disso, os mecanismos fundamentais que governam o comportamento 

dessas variáveis ainda não foram satisfatoriamente entendidos (Baskir et a1, 1989). Uma vez 

mais ressalta-se a importância do desenvolvimento da termodinâmica da extração em 

sistemas de duas fases aquosas (Kula, 1990). 

O coeficiente de partição de uma proteína em um sistema de duas fases aquosas, tendo 

o PEG como fase superior, geralmente, aumenta com a diminuição da massa molecular do 

PEG. Este fato é tanto mais pronunciado quanto maior for a massa molecular da 

biomolécula a sofrer a partição (Albertsson et a1, 1987). 

A adição de sais, mesmo em concentrações milimolares, influencia fortemente a 

partição de materiais carregados eletricamente. Em sistemas PEG-Dextrana, a adição de sal 

neutro como NaCl, diminui o coeficiente de partição de proteínas carregadas negativamente 

e aumenta a partição de proteínas positivamente carregadas. A magnitude deste efeito 

aumenta na ordem So/· < F < Cr < r e :NF4 + < Na+ < K+. A alteração do pH do sistema 

contendo sal poderá alterar a partição pela mudança na carga da proteína (Johansson, 1985). 

Como a carga, na maioria dos biomateriais, é dependente do pH, a escolha deste e de um sal 

pode constituir um modo efetivo de ajuste da partição (Porto, 1998). 

O fato da partição depender de um grande número de fatores distintos confere 

considerável versatilidade aos sistemas de duas fases aquosas na separação de misturas de 

componentes. 

A seletividade na partição de proteínas tem ainda que ser mais estudada e entendida. 

Um melhor conhecimento do comportamento de proteínas em sistemas de duas fases 

aquosas também levará à habilidade de predizer a partição de proteínas-alvo, freqüentemente 

encontradas em uma mistura de proteínas heterogênea e complexa (Franco, 1992). 

A partição em sistemas de duas fases aquosas é principalmente, um processo onde os 

grupos expostos das moléculas entram em contato com os componentes das fases e é, 

portanto, dependente da superficie (Albertsson, 1986). 
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2.7.7.1. Modelos para a Partição de Proteínas entre as Fases 

2.7.7.1.1. Teoria de Brõnsted 

A base para a separação por meio de um sistema bifásico é a distribuição seletiva de 

substâncias entre as fases. A distnbuição é caracterizada pelo coeficiente de partição K, 

definido como a concentração de proteína na fase mais leve, do topo, C, dividida pela 

concentração de proteína na fase mais pesada, do fundo, Cb: 

(2.22) 

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

trabalho de partição. 

Se a energia necessária para movimentar as moléculas de proteína de uma fase para 

outra é LlE, espera-se que, no equihbrio, uma relação entre o coeficiente de partição e LlE 

seja expressa da seguinte maneira (Baskir et a!, 1987): 

(2.23) 

Onde k é a constante de Boltzman, T é a temperatura absoluta, C e Cr são as 

concentrações das moléculas de proteína nas fases do topo e do fundo, respectivamente. 

LlE deve depender do tamanho da partícula ou molécula, desde que quanto maior o 

tamanho, maior o número de átomos expostos que podem interagir com a fase ao redor, e 

então, a seguinte equação é sugerida: 

(2.24) 

Onde M é a massa molecular e 'A, neste caso, é um fator que depende de outras 

propriedades que não a massa molecular. Para uma molécula esférica, M poderia ser 

substituido por A, a área superficial da molécula. Assim, a equação acima poderia ser escrita 

da seguinte forma: 

(2.25) 
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Onde À, neste caso, é um fator que depende de outras propriedades, que não sejam a 

área superficial. Por exemplo, propriedades de superficie, como a energia livre de superficie 

pela unidade de área 

Essa é conhecida como a teoria da partição de Brõnsted e seu ponto principal é a 

relação exponencial entre o coeficiente de partição e as propriedades que entram no fator À, 

como por exemplo, a hidrofobicidade ou afinidade e carga. Pequenas mudanças em tais 

fatores provocam relativamente grandes mudanças no coeficiente de partição. Esta teoria 

prediz um alto grau de seletividade. Embora o modelo de Brõnsted tenha demonstrado que a 

partição de proteínas pode ser sensível à massa molecular das partículas, ele é mais um 

modelo qualitativo, desde que combina todas as outras variáveis do sistema em um único 

parâmetro (Franco, 1992). 

2.7.7.1.2. Modelo de Albertsson 

Albertsson (1986) propôs o mais simples modelo para o cálculo de K, desmembrando-

o em: 

In K = In K.1 + In Krudror + In Krufil + In K.onr + In I<Jig + In Kt.m.ru,o (2.26) 

Onde os subindices el., hidrof., hifil., conf., lig. e tamanho referem-se, 

respectivamente, às contnbuições eletrostáticas, hidrofóbicas, hidrofilicas, de confOrmação, 

de interações entre os ligantes e do tamanho das moléculas. A presença de sais implica na 

adição do termo In Krud, onde hid. refere-se à hidratação. Estes parâmetros podem ser 

manipulados a fim de atingir a partição ótima da proteina-alvo. 

Na prática, não se usa essas teorias para predizer o comportamento da partição. Elas 

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

Esses modelos sofrem a limitação de examinar apenas o efeito das características das 

moléculas de proteina sem deter-se em analisar em detalhes a contnbuição das fases que 

formam o meio. Eles não indicam como a massa molecular, a concentração, ou a escolha do 

polímero formador da fase influenciará a partição em sistemas de duas fases aquosas. 
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Assim, modelos quantitativos para a predição do comportamento do sistema em 

função do tipo de polímero, de biomolécula, da composição das fases, do pH e da 

temperatura não estão disponíveis (Coimbra, 1995). Os mecanísmos fundamentais que 

governam o comportamento do sistema, em relação a essas variáveis, não foram 

satisfàtoriamente compreendidos (Baskir et ai, 1989). 

2.7.7.1.3. Teorias Termodinâmicas 

Atualmente, existem métodos analíticos modernos, que permitem medir os coeficientes 

do viria! em sistemas binários com razoável precisão, aumentando o número de informações e 

facilitando o desenvolvimento dos fundamentos termodinâmicos para sistemas de duas fàses 

aquosas (Kula, 1990). Qualitativamente, a separação de fàses e a distribuição de solutos 

podem ser preditas através de uma expressão do coeficiente de partição em função de 

parâmetros medidos experimentalmente. Para tanto, emprega-se normalmente a teoria de 

Flory-Huggins (Flory, 1953), uma aproximação da mecânica estatística para descrição 

termodinâmica da separação de fàses de polímeros em solventes orgânicos. 

A teoria de Flory-Huggins é suficiente para descrever o comportamento termodinâmico 

que leva à separação das fases. Ao misturar polímeros, estes preferem associarem-se a 

misturarem-se com outras moléculas de polímero, formando duas fàses de diferentes 

composições de polímeros (Carlsson, 1988). 

A elevada concentração de água em ambas as fases é uma complicação adicional ao 

estudo, já que esta molécula não se comporta como um solvente inerte, sendo capaz de 

interagir em múltiplas ligações covalentes, como também em pontes de hidrogênio nos 

polímeros hidrofilicos envolvidos. Edmond e Ogston (1968) obtiveram uma equação para o 

potencial químico da água na presença de polímeros, semelhante a uma expansão do viria! 

truncada no termo de segunda ordem. Dependendo do pH, a dissociação completa de sais e 

grupos ionizáveis presentes nas proteínas poderá ou não ocorrer. Como a totalidade dos íons 

não se distribuirá uniformemente, será estabelecida uma certa diferença de potencial elétrico 

entre as fases. Assumindo que a partição de proteínas é fortemente dependente deste termo, 

fàz-se necessário considerar as interações de carga e distribuição designai de íons na 
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modelagem da separação de fuses e do coeficiente de partição em sistemas contendo sais e 

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

Em resumo, alguns modelos desenvolvidos para a representação da separação de fuses e 

predição do coeficiente de partição em sistemas de duas fàses aquosas são: 

- 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 partição da proteína 

com o volume livre das fases. Esses autores introduziram o conceito de "diferença de volume 

livre" para sistemas PEG/Sulfato analisando o efeito do aumento das concentrações de KCI. 

Esta diferença de volume livre é a diferença entre o inverso da massa específica da fàse e o 

inverso da massa específica da fàse de referência (sem Kcl). É sugerido que a partição de 

proteínas poderia estar relacionada à diferença de volume livre. 

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

equihbrio com razoável precisão. 

- King et al (1988) - Modelo para sistemas polimero-polimero. Assumiram uma forma 

geral para o potencial químico dos componentes, partindo de uma extensão da teoria de 

soluções de Edmond e Ogston (1968), usando o modelo de expansão do Virial. É um modelo 

para sistemas polimero-polimero, que calcula o coeficiente de partição de proteínas. 

- Eiteman e Gainer (1989 b) estudaram a influência da diferença de composição entre as 

fases na partição de álcool e peptídeos. Um modelo para a partição de proteínas foi sugerido, 

levando em conta a diferença de concentração de PEG entre as fàses, a hidrofobicidade 

relativa do soluto e a diferença hidrofóbica entre as duas fàses. 

- Kim (citado em Baskir et ai, 1989) - Modelo para sistemas polimero-sal. Na estimativa 

do coeficiente de partição, desconsiderou a influência das interações polimero-sal na fàse 

salína. Já na fuse polimérica, as interações polimero-sal foram consideradas signíficativas. A 

solubilidade da proteína é expressa pela relação entre a solubilidade da proteína na fàse rica 
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em sal, a concentração molar de sal na fase rica em sal, a solubilidade da proteína na água 

pura e a constante de "salting out" do sal para a proteína. 

- Haynes et a! (1989) e Cabezas et a! (1990, 1991)- Melhoraram o modelo de King et 

a! (1988), através do desenvolvimento de um modelo termodinâmico molecular e de um 

modelo de mecanismo estatístico, respectivamente. Consideram interações iônicas nos 

modelos, mas a base teórica precisa ser refinada. 

- Eiteman e Gainer (1991, 1992) - correlacionaram o coeficiente de partição com a 

hidrofobicidade dos aminoácidos individuais que constituem a molécula, para peptídeos em 

sístemas PEG-MgS04. Tem que ser melhorado para proteínas. 

- Grossmann et a! (1993) - propuseram, para as espécies iônicas em sístemas PEG

Dextrana, a extensão de uma correlação entre a composição das fases e o coeficiente de 

partição de aminoácidos e peptídeos. 

- Sassi et a! (1996) - desenvolveram uma análise da termodinâmica molecular para a 

partição de proteínas, que leva em conta a exclusão por tamanho, interações eletrostáticas e 

diferenças de pressão osmótica. Interações eletrostáticas podem ser descritas da teoria de 

Debye-Hückel, da Aproximação Média Esférica ou do modelo de células de Katchalsky para 

soluções de polieletrólitos, sendo este o que forneceu os melhores resultados para o 

citocromo c, em relação aos coeficientes de partição. 

- Kenkare et a! (1996) - desenvolveram um modelo molecular baseado na equação 

integral da teoria da termodinâmica estatística para a separação em sistemas PEG/sal. As 

interações entre os componentes são modeladas com diferentes teorias, como o potencial de 

Yukawa, potencial Coulômbico. As propriedades de excesso são calculadas. O modelo prediz 

as tendências observadas experimentalmente e mostra a importância das interações íon-PEG e 

íon-solvente. 

2.7.8. Extração em Sistemas de Duas Fases Aquosas 

A extração com sístemas de duas fàses aquosas apresenta vantagens sobre outros 

processos de purificação, como a centrifugação ou a precipitação, quando são consideradas 
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misturas complexas de proteínas. Para processos em larga escala, a cromatografia de 

proteínas não é um método facilmente aplicável, embora em escala de laboratório, seja muito 

efetivo e relativamente simples (Franco, 1992). O emprego dos sistemas de duas fàses 

aquosas em diferentes tipos de extratores para purificação de proteínas tem apresentado bons 

resultados (Hustedt et ai, 1985; Coimbra, 1995; Porto, 1998). 

Vários trabalhos têm sido publicados com dados de extração com sistemas de duas 

fàses aquosas em escala laboratorial, com a finalidade de selecionar as propriedades destes 

sistemas, tais como : tipo de componentes do sistema, massa molecular dos polímeros, 

comprimento da linha de amarração, composição de sais, força iônica e pH mais adequadas à 

extração e purificação de uma determinada proteína ou enzima. Muitos destes trabalhos 

apresentaram resultados bastante satisfutórios. Como exemplo, pode-se mostrar os resultados 

obtidos com a taumatina (proteína com propriedades adoçantes), que revelaram em um único 

passo de extração com sistema biiiísico PEG 6000-fosfuto contendo NaCI, a partir de extrato 

bruto livre de fragmentos de células, valores de rendimento e futor de purificação de 90-95 % 

e 20, respectivamente (Cascone et ai, 1991). 

Sabe-se que a extração de duas fàses aquosas apresenta vantagens em relação a outros 

métodos de separação e recuperação de enzimas e outras proteínas. Dentre essas, já citadas 

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

A escala de trabalho com sistemas de duas fases aquosas pode ser facilmente ampliada 

sem mudança apreciável na natureza ou eficiência do processo. O transporte interfásico é 

rápido, sendo que apenas alguns segundos são requeridos para levar a maioria dos sistemas de 

duas fases, formados por PEG/Sal ao equihbrio. A separação das fàses é rápida, 

especialmente para os sistemas PEG/Sal. Um outro beneficio é que as fàses são compatíveis 

com muitas das proteínas conhecidas. Portanto, sistemas de duas fàses aquosas são uma 

alternativa extremamente atrativa para a separação e purificação de proteínas em larga escala 

(Franco, 1992). Esses futores estimulam as pesquisas nesta área. 

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

econômica, aos processos tradicionais de purificação de biomoléculas. Alguns exemplos de 
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purificação de proteínas em grandes volumes (25 a 500 L) de sistemas PEG-sal estão 

apresentados na Tabela 2.3 (Porto, 1998). 

Tabela 2.3- Exemplos de purificação de proteínas em larga escala por passos 

subseqüentes de extração (Departamento de Tecnologia Enzimática do GBF - Braunschweig -

Alemanha, adaptado de Albertsson et al, 1990) 

Enzimas 

Aspartase 

Formato 

desidrogenase 

Interferon 

Organismos Número de Fator de Rendimento Observações 

E. co/i 

Candida 

boidinii 

Fibroblastos 

humano 

passos de purificação final (%) 

extração 

4 18 82 

3 4,4 78 

1 > 350 75 

Remoção de 

fumarase 

interferente 

Remoção de 

polissacatide-

os e ácidos 

nucléicos 

Fonte 

Hustedt et ai, 

1983 

Kroner et ai, 

1982 

Mengeet ai, 

1983 

• O primeiro passo de extração é realizado para remoção de todos os resíduos celulares, 

com exceção da purificação do Interferon. 

Estudos realizados por Kroner et al (1982) estabeleceram uma comparação entre o 

processo de purificação utilizando sistemas de duas fases aquosas e o convencional 

constituído essencialmente por precipitação seguida por dois passos cromatográficos e 

obtiveram valores de grau de pureza semelhantes, sendo atingido um rendimento superior 

quando usada a extração líquído-líquido (71 % versus 51 %). Uma análise econômica 

comparativa entre os dois processos, envolvendo custos de pessoal, material e operação 

revelou que uma unidade de atividade enzimática produzida pelo protocolo clássico tinha um 

cnsto de cerca de 40 vezes superior ao de uma unidade de enzima resultante das extrações 

seqüencíais em sistemas de duas fases aquosas (Kroner et al, 1982). 
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O desenvolvimento de extrações líquido-líquido em larga escala está muito limitado aos 

sistemas de PEG-Dextrana e PEG-sal. Estes sistemas parecem ter aplicabilidade geral; as 

propriedades fisico-quúnicas das fàses (viscosidade, diferença entre as massas específicas) são 

relativamente adequadas e os polúneros são atóxicos, biodegradáveis e certí:ficados nas 

Farmacopéias da maioria dos países. Dextrana purificada é muito cara para processos em 

larga escala. Por isso, outros polúneros hidrofilicos vêm sendo avaliados (Albertsson, 1971; 

Hustedt et al, 1985 in Walters, 1985). Tanto o PEG como a Dextrana são substâncias não 

tóxicas para o meio ambiente (Sarmento et al, 1994). 

A seletividade de sistemas PEG/sal é freqüentemente maior do que a dos sistemas 

PEG/Dextrana (Hustedt et al, 1985). Para sistemas PEG/sal, espera-se um melhor 

desempenho na etapa de separação das fàses, devido às mais baixas viscosidades, maiores 

diferenças entre as massas específicas e maiores tensões interfaciais (Hustedt et al, 1985). 

O tempo necessário para a separação também depende do tamanho das gotas, que é 

função da etapa de mistura e da taxa de coalescência, que, por sua vez, é dependente da 

tensão interfacial. Portanto, espera-se que sistemas PEG/sal separem-se mais rapidamente do 

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

Uma análise econômica detalhada da purificação de biomoléculas, para fins 

comparativos, entre diferentes processos, não foi encontrada na literatura. Kroner et al (1982) 

apresentaram um estudo onde calcularam os custos operacionais de algumas técnicas de 

purificação de FDH - Formiato desidrogenase obtido de Candida boidinii. Observa-se que as 

despesas relativas à aquisição de sais e polúneros, necessários para a formação das fàses nos 

métodos que usam a extração em sistemas de duas fàses aquosas PEG/fosfàto, são 

compensadas pelo alto rendimento e o curto tempo desses processamentos em relação aos 

outros métodos (Coimbra, 1995). 

2.7.8.1. Extração Contínua com Sistemas de Duas Fases Aquosas 

A extração líquido-líquido é um processo de separação que apresenta vantagens, como 

baixa perda de atividade do componente, boa reprodutibilidade e fácil aumento de escala, 

além de ser altamente específica na separação (Coimbra, 1995). 
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Visando a obtenção de processos de separação mais rápidos e eficientes, equipamentos 

de extração líquido-líquido de operação contínua vêm sendo estudados. 

Alguns estudos já foram apresentados, nos quais sistemas de duas fases aquosas foram 

usados em vários tipos de colunas de extração com operação semi-contínua (Sawant et a!, 

1990; Raghav Rao et a!, 1991; Patil et a!, 1991; Jafarabad et a!, 1992 a,b; Pawar et a!, 1997) e 

contínua (Hustedt et a!, 1987 e 1988; Coimbra et a!, 1995 e 1998; Porto, 1998). A tensão 

interfàcial em sistemas de duas fàses aquosas é de 1 a 3 ordens de grandeza abaixo daquelas 

encontradas em sistemas água-solvente orgânico. Portanto, o problema da inundação deve ser 

contornado para se empregar sistemas de duas fàses aquosas em equipamentos projetados 

para sistemas clássicos, já que a inundação pode ser atingida mais rapidamente com estes 

sistemas. Outra dificuldade surge da viscosidade das fàses, que é especialmente elevada para 

sistemas contendo biomassa (Kula, 1990). 

A seguir, são apresentados, mais detalhadameute, alguns estudos sobre a extração 

contínua e semi-contínua de biomateriais com sistemas de duas fàses aquosas. 

Kula et al (1982) pesquisaram a extração de formiato desidrogenase (FDH) com 

sistemas PEG-sal. 

Albertsson (1986) descreveu a operação de urna unidade Craig, em modo contra

corrente, empregando sistemas PEG-Dextrana. 

Hustedt et al (1987) desenvolveram em processo contínuo e totalmente automatizado 

composto por dois passos de extração em contra-corrente, o qual foi implementado à escala 

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

cerevisae. Neste caso, também foram utilizados misturadores estáticos (em número de dois) e 

dois separadores à escala piloto. O processo descrito acima foi realizado com controle por 

microcomputador idealizado por Paparnichael et al (1991), através da monitorização da 

pressão dos fluxos dos diversos componentes. A monitorização "on line" da concentração de 

proteína total e atividade da fumarase proporcionou o controle da eficiência de extração. 
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Hustedt et ai (1988) analisaram o processo contínuo em uma coluna Kühni, em um 

extrator graesser, em uma coluna Podbielniak e em uma unidade misturadora-decantadora 

usando sistemas de duas fases aquosas. 

Papamicbael et ai (1992) estudaram um esquema com um único estágio teórico para 

purificação de proteínas. 

Jafarabad et ai (1992 a) realizaram o estudo da fração de retenção da fase dispersa e 

do coeficiente de transferência de massa para BSA (aibumína do soro bovino) e AMG 

(amiloglucosidase) em colunas "spray'', em operação semi-contínua, com sistemas PEG/sal. 

Eles verificaram que o tamanho médio das gotas é menor quando a fase rica em PEG (fase 

leve) é a fase dispersa. A fração de retenção da fase dispersa e o coeficiente de transferência 

de massa aumentaram com o aumento da velocidade superficial da fase dispersa, do número 

de orificios e com a diminuição no tamanho dos orificios. Com o aumento na composição do 

sistema, a tensão ínterfa.cial, a diferença de densidades e as viscosidades das fases aumentam. 

O efeito combínado dessas propriedades faz com que o tamanho médio das gotas e a 

velocidade das gotas aumentem com um aumento na composição do sistema (Clift et al, 

1978). Portanto, a fração de retenção da fase dispersa e o coeficiente de transferência de 

massa diminuem com o aumento na composição do sistema. Os coeficientes de transferência 

de massa (entre 10·5 e 104 s·1
) e a fração de retenção da fase dispersa (entre O e 4%) foram 

bem pequenos. 

Jafarabad et ai (1992 b) realizaram um estudo da fração de retenção da fase dispersa e 

do coeficiente de transferência de massa para a extração de BSA e AMG em uma coluna 

York-Scheibel para sistemas PEG-sal. A fração de retenção da fase dispersa aumenta com a 

diminuição na composição das fases, porque a tensão interfa.cial e a diferença de densidade 

diminuem com a redução na composição das fases. Com isso, o tamanho médio das gotas 

diminui, a velocidade de ascensão das gotas diminui e a fração de retenção da fase dispersa 

aumenta. A fração de retenção da fase dispersa e o coeficiente de transferência de massa 

aumentam com o aumento da velocidade de rotação dos agitadores e com o aumento da 

velocidade superficial da fase dispersa. 
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Os valores do coeficiente de transferência de massa e da fração de retenção da fàse 

dispersa são de 2 a 3 vezes maiores nas colunas York-Scheibel do que nas colunas "spray''. 

A fração de retenção da fàse dispersa entre 2% e 15% e coeficiente de transferência de 

massa entre 4xl0·5 e 1,6xl04 s·I, para sistemas PEG/fosfato e entre 7x10.5 e 5,5x104 s·1 
, 

para sistemas PEG/sulfato foram obtidos. 

Coimbra ( 1995) estudou a separação das proteínas do soro do queijo, com sistemas de 

duas fàses aquosas PEG-fosfato, em um extrator Graesser, em modo contínuo. Com tempo 

de residência de 1 hora, a recuperação de 63 % da a.-lactoalbumina na fàse rica em PEG foi 

obtida, isenta de 13-lactoglobulína (proteína responsável pelas reações alérgicas) que 

transferiu-se totalmente para a fàse rica em sal. 

Pawar et a1 (1997) realizaram um estudo da fração de retenção da fàse dispersa e dos 

coeficientes de transferência de massa medidos em colunas "spray'' modificadas, usando 

sistemas de duas fàses aquosas formados por PEG 4000-sulfato de sódio, para a 

amiloglucosidase e 13-galactosidase. Os modos de operação da coluna concorrente e 

contracorrente, em modo semi-contínuo, foram ínvestigados. 

A fração de retenção da fàse dispersa e os coeficientes de transferência de massa das 

fàses dispersa e contínua aumentaram com o aumento da velocidade da fàse dispersa. Um 

aumento nas concentrações de sulfato de sódio e PEG fuz com que a fração de retenção da 

fàse dispersa e os coeficientes de transferência de massa diminuam. A coluna "spray'' 

modificada mostrou ser melhor do que a coluna "spray'', aumentando a fração de retenção 

da fàse dispersa, os coeficientes de transferência de massa e a carga que a coluna suporta 

Porto (1998) estudou a extração contínua de citocromo b5, protease e ascorbato 

oxidase, a partir de seus extratos brutos, usando sistemas de duas fases aquosas PEG/fosfato 

de potássio, um uma coluna PRDC Os resultados obtidos para o citocromo b5, protease e 

ascorbato oxidase foram respectivamente, 44 % , 38,5 % e 48 %para a proteína total; 78 %, 

112 %, 112 %para a recuperação em atividade e 2, 3 e 22 para o fator de purificação. 

Coimbra et a1 (1998) realizaram um estudo da fração de retenção da fàse dispersa e da 

velocidade característica em uma PRDC, com sistemas de duas fàses aquosas formado por 
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PEG 6000 e fosfato de potássio bibásico. A área livre de escoamento dos discos apresentou 

uma pequena influência na fração de retenção da fase dispersa. Observou-se valores da 

fração de retenção da fase dispersa que variaram de aproximadamente 0,05 a 0,25. 

De acordo com a análise desses trabalhos, pode-se concluir que a aplicação da 

extração liquido-líquido com sistemas de duas fases aquosas na purificação de biomateriais é 

uma alternativa extremamente interessante e promissora. Os resultados gerados mostram 

que altos valores de eficiência de extração e de fatores de purificação podem ser obtidos. 

Isso faz com que haja a necessidade de mais pesquisas que possibilitem uma melhor 

compreensão e desenvolvimento desses processos, visando a obtenção de melhores 

resultados. Além disso, o melhor entendimento do processo, pode colaborar na obtenção de 

correlações para predição da partição das proteinas e do comportamento de equipamentos 

de extração de operação contínua. 

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

rica em Sal 

Quanto ao isolamento das proteinas após a extração, esta pode ser realizada por 

diálise, quando se tratar da fase rica em sal, como é 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 proteína de interesse estiver concentrada na fase rica em PEG, necessita-se 

empregar processos tais como: precipitação com sais, ultrafiltração e cromatografia, para o 

seu isolamento (Porto, 1998). 
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3.1. Introdução 

Com a finalidade de obter-se um equipamento para a realização de processos de 

extração líquido-líquido, visando a separação e purificação de biomoléculas, é proposta e 

desenvolvida neste trabalho uma micro-coluna agitada por campânulas pulsantes, para a 

extração em contínuo. 

Neste capitulo são apresentados detalhes da montagem da micro-coluna agitada por 

campânulas pulsantes e os procedimentos adotados para a obtenção dos resultados 

experimentais. Nos experimentos foram usados sistemas de duas fases aquosas formados por 

PEG, sal (fosfatos de potássio) e água deionizada, para a extração de proteínas. 

Neste equipamento foram realizados estudos relativos ao comportamento 

hidrodinâmico e de transferência de massa. 

3.2. Campânulas 

O uso de campânulas em colunas pulsadas é proposto visando obter-se uma agitação 

eficiente, mas suave, para aplicação em processos de separação de compostos lábeis, como 

as proteínas. Sendo a agitação suave, pretende-se evitar a desnaturação de biomoléculas, 

que ocorre quando é íntroduzida ao sistema excessiva energia mecânica e agitação 

extremamente vigorosa. 

Além disso, as campânulas aumentam o tempo de contato entre as fases na coluna e 

fazem com que ocorra uma dispersão uniforme das gotas, o que favorece a transferência de 

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

Com o sistema de agitação composto por campânulas 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 campânula. A peneira, da qual a 

campânula é constituida, não deixa a maior parte da fase leve passar espontaneamente. A 

campânula retém a fase leve por um tempo maior do que outros dispositivos comumente 

usados para promover a agitação. Deste modo, ocorre um aumento do tempo de contato 

entre as fases. 
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Figura 3.1 - Agitação através de campânulas pulsantes numa coluna de extração 

líquido-líquido pulsada. (a) campânula parada durante o intervalo entre os pulsos. (b) 

movimento descendente durante um pulso. 

Durante o pulso, quando a campânula desce, o líquido mais leve (de menor densidade) 

que fica concentrado no interior da campânula, é forçado a passar pelos furos da peneira. A 

fase leve é "quebrada" em gotas bem pequenas. Uma importante característica da agitação 

obtida através do uso das campânulas pulsantes é a formação de uma dispersão, bastante 

uniforme e de gotas pequenas, da fase leve na fase continua, como pode ser visto na figura 

3 .1. Essas características são favoráveis à transferência de massa. Quando a campânula sobe, 

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

As campânulas devem ser construídas de material inerte que não reaja com as soluções 

usadas na extração. 

Não foi encontrada na literatura nenhuma referência sobre o uso de campânulas como 

dispositivo promotor da agitação em equipamentos de extração. 

3.3. Descrição do equipamento 

Um esquema da micro-coluna de campânulas pulsantes é mostrado na figura 3.2. Esta 

micro-coluna é constituída de um tubo de vidro de 19 em de altura; 2,84 em de diâmetro 

externo e 2,54 em de diâmetro interno. 
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I l j Dúção dos Pulsos 

3 

4 

I- Alimentação da fase pesada 
(fase rica ~~m sal) 

2- Alimentação da Case leve 
(fase rica em PEG) 

3- Saída da fase leve 
(fase rica em PEG) 

4- Saída da fase pesada 
(Case rica em sal) 

Figura 3.2- Esquema da rrúcro coluna de campânulas pulsantes. 

75 

No centro desta micro-coluna, está localizada urna haste de aço inox, na qual estão 

soldadas três campânulas, distanciadas 4 em urna da outra O diâmetro da base da 

campânula é 2,49 em A peneira de aço inox, da qual a campânula é construída, tem MESH 

24 e, portanto, possui urna área livre para o escoamento de 38 %. Na figura 3.3, é mostrada 

a fotografia de urna haste na qual estão soldadas duas campânulas. 
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Durante um pulso, a campânula movimenta-se aproximadamente 2,8 em para baixo e 

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

Figura 3.3 • Campânulas soldadas à haste, formando o dispositivo de agitação da 

micro-coluna. 

Os bocais de alimentação e saída das fases são de aço inox e possuem um diâmetro 

interno de 3,65 mm e 6,85 mm de diâmetro externo. Na figura 3.4, é mostrada uma 

fotografia da micro-coluna desenvolvida neste trabalho. 

Os pulsos são fornecidos por um dispositivo que promove os movimentos alternativos 

(movimenta o eixo para cima e para baixo) e controlados por um controlador da freqüência 

de pulsação. 

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

peristáltica de quatro pontos, previamente calibrada. 

Os tubos para conduzir as entradas e saídas das fases são de viton, que é um material 

resistente à ação da maioria dos solventes. O viton foi escolhido para permitir que outros 

sistemas sejam usados, já que os sistemas de duas fases aquosas não são corrosivos. 

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

Na figura 3.5, encontra-se urna fotografia da montagem experimental, composta pela 

bomba peristáltica, a micro-coluna, o controlador de pulsos e o dispositivo que fornece os 

pulsos ao sistema. 

3.4. Procedimento Experimental- Operação da micro-coluna 

Para a operação da micro-coluna, com a finalidade de obter-se dados relativos à 

transferência de massa e fração de retenção da fase dispersa, foi usado o procedimento 

descrito a seguir: 
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Primeíro, enche-se a micro-coluna com a fase contínua (neste caso, fase rica em sal). 

Após preenchida toda a micro-coluna, ajusta-se as vazões, através da bomba peristáltica no 

valor desejado. Ajusta-se também a vazão de saída ou, neste caso, abre-se a saída da fase 

contínua, já que as entradas e saídas da micro-coluna são controladas pela mesma bomba 

peristática. Nas saídas das fases leve e pesada uma conexão de plástico transparente, ligada 

aos bocais, permite que seja observado se o líquido está fluíndo de maneíra estável, 

mantendo o nível de líquido na coluna constante. Para controle do nível de líquido no topo 

da coluna, que deve manter-se constante, periodicamente, as vazões de saída de ambas as 

fases são verificadas durante o tempo de operação da micro-coluna. 

Optou-se por este modo de controle do nível porque, como pode ser visto nas figuras 

3.4 e 3.5, para fixar a coluna ao suporte e para construir-se a parte superior da coluna por 

onde o sistema de pulsação é íntroduzido e onde está o bocal de saída, usou-se aço-ínox, o 

que impede a visualização das fases no topo e no fundo da coluna. Assim, não é possível que 

o controle do nível de líquido na coluna seja feito através da visualização das fases no 

interior do equipamento. 

A seguír, aciona-se o sistema de pulsação e ajusta-se a sua freqüência no valor 

desejado. Posteriormente, abre-se a entrada da fase dispersa e inicia-se a alimentação desta 

fase (neste caso, fase rica em PEG), com a vazão controlada pela bomba peristá!tica. Abre

se a saída da fase dispersa, que também é controlada pela bomba peristáltica. 

Após este procedimento, inicia-se a contagem do tempo de operação do equipamento 

e deixa-se a micro-coluna operando por setenta minutos. O tempo de operação da micro

coluna foi escolhido baseado em trabalhos anteriores, embora tenha sido observado que, 

algumas vezes, o estado estacionário foi atingido num tempo menor (aproximadamente 

trinta minutos). Considerou-se interessante observar o comportamento do sistema por um 

período de tempo maíor, principalmente no estudo da extração de enzimas, onde há a 

possibilidade de ocorrer a desnaturação. 

No estado estacionário, as concentrações de saída das duas fases não variam com o 

tempo, embora, na prática, pequenas oscilações tenham sido verificadas. Considera-se que 

essas oscilações ocorram devido a erros experimentaís, por possíveis imprecisões nas 
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medidas ou devido às impurezas ou outros compostos das células que estejam presentes nos 

extratos brutos. Esse efeito é minimizado pela diluição do extrato em uma das fases de 

alimentação da micro-coluna. 

Figura 3.5 - Montagem Experimental 

Periodicamente, durante a operação da micro-coluna, coleta-se amostras nas saídas 

das fases do topo e do fundo da micro-coluna. Verifica-se, então, as vazões de saída das 
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fases, através da medida do volume coletado durante um determinado período de tempo. 

Essas amostras são analisadas posteriormente, para que a concentração de proteína e 

atividade enzimática sejam obtidas. Com esses dados, pode ser obtido o perfil de 

concentrações durante a operação do equipamento e os cálculos relativos à transferência de 

massa podem ser realizados. 

Após 70 mínutos de operação, termína-se a corrida (tempo de um experimento). 

Fecha-se, simultaneamente, as entradas e saídas das fases. A seguir, retira-se todo o líquido 

que está na coluna, deixa-se separar as fases e mede-se o volume da fase leve e o volume 

total de líquido na coluna. Com este procedimento, calcula-se a fração de retenção da fase 

dispersa. No próximo item, este procedimento é descrito maís detalhadamente. 

Com as medidas das vazões de entrada e de saída das fases de topo e de fundo e 

concentração de soluto em cada urna destas correntes, faz-se os balanços de massa globais e 

por componente do sistema. As equações usadas nos balanços de massa encontram-se no 

Anexo I. 

3.4.1. Procedimento Experimental para a obtenção da Fração de Retenção da 

Fase Dispersa 

O procedimento experimental adotado no estudo da fração de retenção da fase 

dispersa baseou-se em um método que na literatura é conhecido como "método das 

ínterrupções simultâneas". Usando-se este procedimento, obteve-se as medidas da fração de 

retenção da fase dispersa em cada experimento realizado. 

O "método das interrupções simultâneas" consiste dos seguintes procedimentos: 

• Após alcançado o tempo de operação do equipamento e retiradas as amostras, 

ínterrompe-se a alimentação das duas fases. Simultaneamente, interrompe-se o mecanismo 

de pulsação, fecha-se as saídas de ambas as fases e deixa-se o conteúdo da micro-coluna em 

repouso, até que ocorra a separação das fases. 

• A seguir, mede-se o volume total de líquido e o volume da fase dispersa contidos na 

micro-coluna, através da drenagem do conteúdo da micro-coluna, que é coletado em uma 
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proveta graduada. Deixa-se os líquidos em repouso novamente, para que as fuses separem

se completamente e posteriormente, anota-se os vohunes desejados. 

• A fração de retenção da fuse dispersa é calculada de acordo com a equação 2.9. 

3.4.2. Procedimento Experimental usado no Estudo da Transferência de Massa 

O estudo da transferência de massa realizado neste trabalho foi baseado nos resultados 

experimentais obtidos e aplicados às equações 2.6, 2.7 e 2.8, que fornecem os valores do 

coeficiente de transferência de massa, índice de recuperação do soluto e eficiência de 

separação. 

O procedimento experimental adotado para a aquisição dos dados de transferência de 

massa consta basicamente de medidas de concentração de proteína na corrente de 

alimentação e nas correntes de saída da micro-coluna. Estas medidas foram obtidas através 

de análises espectrofotométricas, fàzendo-se medidas diretas ou usando-se o método de 

Lowry modificado, ou ainda, medindo-se a atividade enzimática através de métodos 

específicos. 

3.4.2.1. Citocromo bS 

Nos experimentos de extração de citocromo b5, a fase na qual o extrato bruto de 

citocromo b5 entra na coluna, é a fase rica em PEG. Durante a extração, citocromo b5 é 

transferida para a fuse rica em sal. Por isso, neste caso, a corrente que saí pelo topo (fuse 

rica em PEG) é a fuse refinado e a fase que saí pelo fundo (fase rica em sal) é a fase extrato. 

Optou-se por esta direção de transferência, da fuse dispersa para a fase contínua, devido aos 

resultados obtidos nos experimentos em descontínuo, onde verí:ficou-se urna maior tendência 

do citocromo b5 concentrar-se na fuse rica em sal, após atingido o equihbrio entre as fases. 

A fuse rica em PEG, na qual se encontra dissolvido o extrato bruto de proteínas, é 

dispersa na fuse contínua, que é constituida pela fase rica em sal. 

Devido à disponibilidade de extrato bruto de citocromo b5, a diluição do extrato bruto 

na fase rica em PEG foi realizada nà próporção de 1 g de extrato bruto para 100 mL de fuse 
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rica em PEG. Alguns experimentos foram realizados usando-se a proporção de 10 g de 

extrato bruto em 100 mL de fàse rica em PEG, que é mais utilizada em trabalhos 

encontrados, como por exemplo Porto (1998). Verificou-se que nesta faixa de 

concentrações, não houve variação dos resultados de extração, ao comparar experimentos 

com as duas proporções de diluição. 

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

anteriores que mostram ser esta condição mais favorável ao processo de extração. 

Nas corridas de extração de citocromo b5, as amostras foram coletadas aos 5, 10,15, 

20, 30, 40, 50, 60 e 70 minutos de operação da micro-coluna. 

3.4.2.2. Ascorbato oxidase 

Nos experimentos de extração da ascorbato oxidase, a fàse na qual o extrato bruto 

contendo a ascorbato oxidase entra na coluna é a fàse rica em PEG e é transferida para a 

fase rica em sal. Assim, a corrente que sai pelo topo da micro-coluna (fàse rica em PEG) é a 

fase refinado e a fàse que sai pelo fundo da micro-coluna (fase rica em sal) é a fàse extrato. 

Novamente, a fàse rica em PEG é a fàse dispersa e a fase rica em sal é a fase contínua. 

Assim, a transferência de massa também ocorre da fase rica em PEG para a fase rica em sal, 

isto é, da fàse dispersa para a fàse contínua. 

Devido à maior disponibilidade de extrato bruto contendo a enzima ascorbato oxidase, 

a proporção usada para a diluição do extrato bruto na fase rica em PEG foi de 1 O g de 

extrato bruto em 100 mL de fàse rica em PEG. 

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

de operação da micro-coluna. 

3.5. Variáveis Estudadas 

Neste trabalho, é analisada a influência de algumas variáveis operacionais sobre a 

hidrodinâmica e transferência de massa na micro-coluna desenvolvida e apresentada, 

possibilitando a identificação das melhores condições de operação da coluna, entre as 
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estudadas, visando a obtenção de eficiências mais elevadas. A tabela 3.1 apresenta as 

variáveis que foram avaliadas e seus respectivos valores. 

Tabela 3.1 - Variáveis estudadas neste trabalho, relativas à operação da micro-coluna. 

. 
Variáveis estudadas --~ _ Yalores assumidos -- ---------

-

Vazão Total de Alimentação (mLimin) 4,7; 6,5; 10,9 

Freqüência de pulsação (pulsos/segundo) 0,1; 0,143; 0,2; 0,33; 1,0 

Razão entre as Vazões das Fases (VdNc) aproximadamente 1 

A razão entre as vazões da fase leve e pesada foi mantida constante porque a entrada 

de ambas as fases na coluna foi realizada por uma mesma bomba peristáltica. 

Nos experimentos em descontínuo, variou-se a composição dos sistemas de duas fases 

aquosas a fim de encontrar as melhores condições de extração. Foram estudadas três linhas 

de amarração para diferentes massas moleculares de PEG. As tabelas com os valores dessas 

variáveis se encontram no Capítulo 4, item 4.2.1. 

Para uma série de experimentos, variou-se as linhas de amarração para sistemas 

formados com PEG 1000, com a finalidade de verificar a influência da concentração de PEG 

e dos sais na operação da micro-coluna. Nestes experimentos, foi estudada apenas a 

hidrodinâmica através da avaliação da fração de retenção da fase dispersa Os valores das 

concentrações de PEG e sal usados nestes experimentos foram: 

PEG 1000 I fosfatos de potássio (% p/p ): 16,2 I 14,3 

17,7 I 15,7 

19,7/17,7 

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

não se avaliou a transferência de massa. 
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4.1. Introdução 

No Capítulo anterior, foi apresentado o equipamento e os procedimentos de operação 

da micro-coluna. 

Neste Capítulo, são apresentados os materiais usados no trabalho e os métodos usados 

para a obtenção dos extratos impuros, métodos analíticos para a obtenção da concentração 

de proteínas e da atividade enzimática e métodos de preparo dos sístemas de duas fases 

aquosas e os procedímentos usados nos experimentos em descontínuo. 

4.2. Preparação dos Sistemas de Duas Fases Aquosas 

4.2.1. Processos de Extração em Descontínuo 

Para os processos de extração em descontínuo realizados em tubos de ensaío, foram 

pesados sístemas com massa total de 6 g. 

As quantidades de PEG, fosfatos de potássio e água deionizada foram pesadas, de 

modo que as concentrações desejadas de PEG, sal e água fussem obtidas. Para obter-se o 

pH desejado, deve-se colocar as proporções adequadas entre os sais de fosfàto mono e 

bibásico. A relação entre o pH e a proporção entre os sais encontram-se na tabela 4.1. 

Tabela 4.1 - pH das soluções de sais fosfàtos de razões [(mol/L)/(mol/L)], sal 1 

monobásico; sal2 : bibásico (sais fosfàto - de potássio (K) ou de sódio (Na)) (adaptada de 

Franco, 1992). 

pH 
5,8 
6,0 
6,6 
7,0 
7,4 
8,0 

razão sall : sal2 [(mol/L)/(moi!L)) 
11,50 
7,10 
1,67 
0,64 
0,24 
0,06 
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Depois de pesados e misturados os componentes do sistema, este é agitado por 30 

minutos em agitador magnético e, a seguir, agitado por um minuto em "vórtice", para 

garantir a dissolução total dos componentes do sistema. 

Foram utilizados sistemas de duas fàses aquosas com as concentrações de polímeros e 

sais apresentadas na tabela 4.2. 

Tabela 4.2 - Composição dos sistemas de duas fàses aquosas PEG-Fos:fatos de 

Potássio usados na extração de protefuas. 

Massa PEGJ Fosfatos de Putássio .· (%p/p) 
Molecular do Linhas de .Amarração. · 

PEG(Da) 
o 1 . z 3 

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 17,7/15,7 19,7/17,7 
3350 * 14,0 111,8 17,7/15,7 19,7/17,7 
8000 11,8/9,8 14,0/11,8 • • 

* Sistemas homogêneos - formação de uma única fàse. 

• Não foi possível a dissolução dos componentes das fàses. 

Na maioria dos casos, para cada tipo de sistema, as concentrações do polímero e do 

sal foram escolhidas de forma a obter três linhas de amarração: uma próxima ao ponto 

crítico, outra intermediária e uma outra mais afastada do ponto crítico, tendo-se utilizado 

para este fim os diagramas de fàses descritos por Albertsson (1986). 

4.2.2. Processos de Extração em Contínuo 

Os sistemas de duas fàses aquosas utilizados para a extração continua em colunas de 

extração líquido-líquido foram preparados da seguinte maneira: quantidades pré

determinadas de PEG, sais de fosfato de potássio (mono e bibásico) e água deionizada foram 

pesados, misturados e agitados em um agitador magnético por cerca de 4 horas, para que o 

sistema atinja o equihbrío e os componentes sejam totalmente dissolvidos. O volume total 

das fàses preparado era calculado de acordo com a vazão escolhida para o experimento, 

permitindo a operação da micro-coluna por setenta minutos e o preenchimento da micro-
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coluna com a fuse rica em saL A razão de sais mono e bibásico foi determinada de modo a 

obter-se um pH 7,0 para os experimentos com o citocrorno b5 e pH 6,0 para os 

experimentos com a ascorbato oxidase. As fuses foram deixadas em repouso de um dia para 

o outro em um decantador e então, cada fuse foi cuidadosamente removida e estocada 

separadamente, para posterior uso na micro-coluna. As fuses rica em PEG e rica em sal 

foram estocadas por aproximadamente 15 dias, no máximo. Os extratos impuros de 

citocromo b5 e de ascorbato oxidase foram dissolvidos na fuse rica em PEG. 

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

Aquosas (Extração em Descontínuo) 

Para a determinação da partição nos experimentos em descontínuo, adiciona-se ao 

sistema preparado da maneira descrita no item 4.2.1, 500 f.lL (aproximadamente 0,5 g) de 

urna solução do extrato impuro contendo a proteína ou enzima em estudo, a qual deseja-se 

extrair. Mistura-se a amostra em "vórtice" por um minuto. Para a extração do citocromo b5, 

deixa-se a amostra em repouso de um dia para o outro (aproximadamente 18 horas) para 

que o sistema atinja o equihbrio. Para a extração da ascorbato oxidase, a amostra é 

centrifugada por 15 minutos a I 000 rpm, para que o sistema atinja o equihbrio e as fuses 

sejam separadas. Optou-se pelo uso da centrifugação a fim de minimizar a desnaturação da 

enzima ascorbato oxidase, já que a separação das fuses através do uso da centrífuga é bem 

mais rápida. 

Em seguida, as amostras de ambas as fuses foram retiradas cuidadosamente com 

auxilio de urna seringa ou pipeta de Pasteur. A quantidade de proteína total, de urna proteína 

em particular e, no caso das enzimas, da atividade enzimática foram determinadas através 

dos métodos adequados, que são descritos a seguir. 

Estes experimentos foram realizados utilizando-se vários comprimentos das linhas de 

amarração para diferentes massas moleculares de PEG. Essas condições já foram descritas 

no item 4.2.1. O pH 7,0 foi utilizado para os experimentos de partição de citocromo b5 e o 

pH 6,0 para os de ascorbato oxidase. 
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Os experimentos de extração em descontínuo foram realizados a temperatura 

ambiente, que foi mantida em aproximadamente (24 ± 3) °C. 

4.4. Métodos Analíticos 

4.4.1. Determinação da Concentração de Citocromo b5 

A concentração de citocromo b5 foi determinada diretamente a partir do seu 

coeficiente de absorção a 411 nm (8 = 130 (mmoJJLr1cm-1
), uma vez que absorve luz 

fortemente a este comprimento de onda Este método foi usado uma vez que é 

extremamente simples, rápido e não destrutivo, a amostra de citocromo b5 analisada não é 

ínutilizada após a medida da absorbância, podendo ser utilizada em outras análises (Porto, 

1998). 

concentração de citocromo b5 (mg/L) = (A111 x 13600) I 130 

Massa molecular de citocromo b5 = 13600 

~11 = absorbância a 411 nm 

8 = 130 m(mol/Lr1cm·1 (coeficiente de extínção) 

4.4.2. Determinação de Proteína Total- Método de Lowry Modificado 

Na medida da concentração de proteína total, usou-se este método a fim de minimizar 

as interferências dos componentes formadores das fases, nas medidas realizadas. Foi 

necessária a obtenção da concentração de proteína total para o cálculo do fàtor de 

purificação, que é uma medida do grau de purificação da amostra em relação ao extrato 

protéico impuro. 

O método de Lowry modificado foi escolhido porque ele fornece bons resultados, 

mesmo na presença de certos compostos químicos, o que não acontece com outros 

métodos. 
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O método de Lowry (Lowry et ai, 1951) é baseado na formação de um complexo de 

cobre-protefua capaz de efetuar a redução do reagente de fenol de Folin-Ciocalteau através 

de resíduos de tirosina e triptofano. A presença deste complexo gera um composto de cor 

azulada podendo ser detectado por um espectrofotômetro usando a fàixa de 720 a 750 nm 

(luz visível), como comprimento de onda. Neste trabalho, usou-se o comprimento de onda 

igual a 750 um. 

O método, que será aplicado para a determinação protéica, é um método modificado 

por Pires et al (1993), pela introdução de uma hidrólise prévia com hidróxido de sódio e de 

uma centrifugação antes da leitura espectrofotométrica. 

As soluções utilizadas foram: 

1- Solução de hidróxido de sódio 0,1 mol/L; 

2- Solução de carbonato de sódio a 2% (p/v); 

3- Solução de tartarato duplo de sódio e potássio a 1% contendo 5% (p/v) de sulfato 

de cobre; 

4- Solução de trabalho contendo 50 mL da solução (2) e 1 mL da solução (3); 

5- Reagente de Folin-Ciocalteau diluído 1:2. 

Metodologia aplicada : 

Em tubos de ensaio contendo 0,3 mL de amostra é adicionado um volume idêntico de 

hidróxido de sódio 0,1 mol/L. Após agitação em vórtice, são deixados em repouso, a 

temperatura ambiente, durante 30 minutos. Em seguida, são adicionados 3 mL da solução de 

trabalho ( 4) e após nova agitação em vórtice, mantidos em repouso, a temperatura ambiente, 

durante 10 minutos. Após este período, são adicionados 0,3 mL do reagente de Folin 

(solução 5) seguido de nova agitação e mantidos novamente em repouso, nas mesmas 

condições, durante 30 minutos. Terminado o período de repouso, a misrtura é centrifugada a 

2397 g durante 10 minutos para separação das fases (Carneiro-da-Cunha, 1995). 
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4.4.3. Determinação da Atividade da Ascorbato oxidase 

A atividade da ascorbato oxidase fui realizada segundo metodologia descrita por 

Carvalho et al (1981), a qual utiliza o ácido ascórbico 50 !l(mol/L) em tampão citrato

fosfàto O, 1 mol/L e pH 6,0 como substrato. 

O sistema de reação continha 675 J.lL do tampão contendo o substrato e 25 J.lL da 

solução contendo a enzima. O consumo de substrato fui acompanhado em 

espectrofotômetro durante 15 minutos, sendo a absorbância determinada a 268 nm e 

registrada de I em I minuto. Uma unidade de atividade equivale à oxidação de 1,0 11mol de 

L-ascorbato para dehidroascorbbato por minuto a pH 6,0 e a temperatura de 25 °C, 

acompanhada pela leitura da absorbância a 268 nm, sendo expressa em !liDOl de ácido 

ascórbico I minuto. A atividade específica é calculada pela razão entre a atividade total e a 

quantidade de proteínas contidas em 1 mL de amostra [!l(mol!L)Imin.mg] (Porto, 1998). 

Em detalhes, o procedimento de leitura no espectrofotômetro é o seguinte: o aparelho 

é zerado, com o branco (tampão + extrato enzimático), depois em uma outra cubeta, 

adiciona-se o substrato (tampão + ácido ascórbico) e o extrato enzimático (solução que 

contém a enzima) e a cada 1 minuto, faz-se a leitura da absorbância e registra-se esta leitura, 

em um tempo total de 15 minutos para cada amostra. 

Como a ascorbato degrada o ácido ascórbico, a absorbância vai diminuindo ao longo 

do tempo. Com estas leituras, traça-se uma reta e faz-se uma regressão linear, onde o 

coeficiente angular da reta multiplicado pela concentração inicial de ácido ascórbico nos dà 

exatamente a velocidade de degradação do ácido ascórbico por minuto [(!liDoliL)/min]. 

Quando determina-se a concentração de proteína total e divide-se a atividade total 

[!l(mol/L)/min] pela concentração de proteína, tem-se a atividade específica 

[!!(mo 1/L )/rnin.mg]. 

4.4.4. Tampão Citrato - pH 6,0 

Pesar 14,239 g de fosfàto bibásico de sódio e diluir em água deionizada, obtendo-se 

800 mL de solução. 
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Pesar 6,333 g de ácido cítrico e diluir em água deionizada, obtendo-se 200 mL de 

solução. 

Misturar as duas soluções. A concentração final da solução fosfato e da solução 

citrato é O, I mol!L. 

4.4.5. Produção de Citocromo b5 

- Meio de manutenção da E. co li 

O meio de manutenção da estirpe de Escherichia coZi foi o meio LB - Lurian-Bertani, 

que quando acrescido de 2,0 % (p/v) ágar, constituiu o meio sólido de crescimento e 

manutenção da amostra de E. coZi. Todos os componentes, com exceção da ampicilina, 

foram esterilizados em autoclave a temperatura de I2I oc e I atm de pressão durante 20 

minutos. Após o resfriamento dos meios, foi adicionado uma solução de ampicilina (IOO 

mg/ml) esterilizada por filtração com auxílio de filtro 0,22 !Jlil (Milipore ), perfazendo uma 

concentração final de 1 00 J.lg/mL. 

- Produção de citocromo b5 ~ ruptura celular 

O citocromo b5 foi produzido por fermentação utilizando o meio comercial LB 

(Lurian-Bertani), suplementado com o antibiótico ampicilina (100 J.lg/mL). A fermentação 

foi realizada em erlenmeyers de 2 litros com um volume útil de 1 litro, utilizando um 

agitador orbital a 200 rpm, a uma temperatura de 37 oc por 24 horas. O inóculo (100 mL de 

cultura) foi obtido da cultura crescida por 10 horas, a partir de colônias 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 três ciclos intermitentes de 1 minuto. O homogenato assim obtido, 

contendo fragmentos celulares, foi dividido em alíquotas e armazenado a - 20 oc para 

subseqüente utilização (Porto, 1998). 
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4.4.6. Produção da Ascorbato oxidase 

A extração da ascorbato oxidase foi realizada a partir da Curcubita maxima, 

regionalmente cha!Dilda de abóbora, de acordo com a metodologia descrita por Carvalho et 

ai (1981 ), que se constitui dos seguintes passos : 

- a abóbora descascada foi cortada em fàtias e pesada, em seguida a amostra foi lavada 

com água deionizada contendo EDTA 2 mmol/L; 

- após esta lavagem, a amostra foi triturada com tampão citrato-fosfàto (0,1 mol/L, 

pH 6,0, EDTA 2 mmol/L), na proporção 1,5 mL por gra!Dil de abóbora; 

- 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 resíduos celulares. O filtrado foi 

estocado em vidro âmbar a - 20 oc para posterior utilização (Porto, 1998). 

4.5. Materiais 

4.5.1. Proteínas 

4.5.1.1. Citocromo b5 

O citocromo b5 foi produzido por fermentação de uma amostra recombinante de 

Escherichia coZi (TB1) contendo o gene que codifica para esta proteína no plasmídeo pUC 

13 (von Bodman et ai, 1986). 

4.5.1.2. Ascorbato oxidase 

A ascorbato oxidase (ascorbic oxidoreductase, E.C.l.l 0.3.3) foi extraída da Curcubita 

maxima, conhecida, regionalmente, como abóbora 

4.5.1.3. Albumina de Soro Bovino 

A albumina de soro bovino (BSA) foi fornecida pela Sigma. Usou-se BSA nas 

calibrações do espectrofotômetro com o método de Lowry modificado. 
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4.5.2. Outros Reagentes 

4.5.2.1. Polímeros 

Os polímeros usados para a formação dos sistemas de duas fases aquosas são : 

Polietilenoglicol (PEG) 400, 1000, 3350 e 8000, fornecidos pela Sigma e utilizados sem 

qualquer purificação parcial. O PEG 1500, também utilizado, é fornecido pela Synth. O PEG 

1500 também foi utilizado sem qualquer purificação parcial. Todos os polímeros tinham 

grau de pureza comercial. 

4.5.2.2. Sais 

Para a formação dos sistemas de duas fases aquosas, os sais usados são 

bidrogenofosfàto e di-bidrogenofosfàto de potássio, também conhecidos como fosfàto de 

potássio mono e bibásico, respectivamente, de grau analítico, fornecidos pela Ecibra e 

Synth, respectivamente. 

4.5.2.3. Produção de Citocromo b5 

• Meio de Lurian-Bertani fornecido pela Sigma, 

• Ágar fornecido pela Difco, 

• Ampicilina fornecida pela Boehringer Mannheim. 

4.5.2.4. Extração de Ascorbato oxidase 

• Citrato de sódio fornecido pela Reagen (grau analítico), 

• Fosfato de sódio bibásico fornecido pela Cica-Kanto (grau analítico), 

• EDTA (ácido etilenodiaminoacético) fornecido pela Vetec (grau analítico). 

4.5.2.5. Determinação de Proteínas - Método de Lowry Modificado 

• Hidróxido de sódio fornecido pela Synth (grau analítico), 
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• Carbonato de sódio fornecido pela Ecibra (grau analítico), 

• Tartarato duplo de sódio e potássio fornecido pela Ecibra (grau analítico), 

• Sulfato de cobre fornecido pela Ecibra (grau analítico), 

• Reagente de Folin-Ciocalteau fornecido pela Dinâmica (grau comercial). 

4.5.2.6. Determinação da Atividade da Ascorbato oxidase 

• Ácido ascórbico é fornecido pela V etec (grau analítico), 

• Di-hidrogenofosfato de sódio (fosfato de sódio bibásico) é fornecido pela Synth 

(grau analítico), 

• Citrato de sódio é fornecido pela Reagen (grau analítico). 

4.6. Cálculos 

4.6.1. Determinação da Fração de Retenção da Fase Dispersa 

Nos experimentos de extração em contínuo, como descrito no item 3.4.1 do Capítulo 

3, em condições operacionais pré-estabelecidas, foi determinada a fração de retenção da fase 

dispersa (fase rica em PEG) pelo método das interrupções simultâneas (método do 

estancamento). Com esta técnica, obteve-se a fração de retenção da fase dispersa média, que 

foi calculada usando-se a equação 2.9: 

<1> = Volume da fase dispersa I Volume total contido na coluna (2.9) 

4.6.2. Determinação do Coeficiente de Partição das Proteínas (K) 

A distnbuição de proteínas entre as fases de um sistema de duas fases aquosas é 

caracterizada pelo coeficiente de partição, que é calculado usando-se a equação 2.22: 

(2.22) 
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Onde : C, e Cb são as concentrações de proteína nas fuses do topo (fase leve) e do 

fundo (fase pesada), respectivamente. 

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

expresso em termos da atividade enzimática nas fuses do topo e do fundo. 

4.6.3. Determinação do Coeficiente de Transferência de Massa (k.ta) 

O coeficiente de transferência de massa é detenninado em termos da concentração de 

soluto nas fases dispersa e contínua, de acordo com a equação 2.6: 

k a= Q ln[C"" - KCrc J 
" V C -KC sai fc 

(2.ü) 

Onde: k.ia, Q, V, c •• ,, C,.; e K representam respectivamente, o coeficiente de 

transferência de massa, a vazão da fase dispersa, o volume da fase contmua que permanece 

na micro-coluua, a concentração de proteína na corrente de entrada da fase dispersa, a 

concentração de proteína na corrente de saída da fase dispersa e o coeficiente de partição da 

proteína. O valor utilizado para Cr,, foi o valor médio entre a concentração final da fase 

contínua e o valor inicial na mesma fase, isto é, o valor de Cr, é a metade do valor da 

concentração de proteína determinada na fase contínua, pois o valor inicial na fase contínua 

é zero. 

4.6.4. Determinação do Fator de Purificação (FP) 

O fator de purificação é definido como a razão entre a atividade (U/mL) e a 

concentração de pro tema no produto final (após a purificação), dividido pela mesma razão 

determinada para o extrato impuro, como é mostrado a segujr: 

(
Atividade cnzimátic:%,1 J 

concentraçãode proteína total . . 
1 

.. 
liJ'IlS a scpnr<~vu• c.'I.H a\'an 

FP=~--~----------------------~~--~-~~--~----

(
Atividadccnzimátic:%'1 J 

concentraçãode 11roteína total . . . 
m1 c:"tlratn ames da c:-;traçan/anulslra de ;!hmL·nt<I\'<~O 
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A atividade enzimática ou a concentração da proteína de ínteresse e a concentração de 

proteína total, após a purificação, referem-se a uma das duas fases. Nos casos estudados 

neste trabalho, foram relativas à fase rica em sal, porque esta foi a fase usada como solvente 

e na qual a proteína de ínteresse concentrou-se. 

Para os ensaios com o citocromo b5, o cálculo do fator de purificação é realizado de 

acordo com a seguinte expressão: 

(
Concentração de cilocromo b5 / ) 

· j conccnlraçãodc proteína total "I"'~ a ~(·tmm~·iiott·xtraçrlo 

FP=( - d . b% ) Conccnlraçao e c1tocromo 
conccnlraçãode proteína total nn cxlralo :mtl·.~ da c~ll:l\"iihuno!ilra tk :t!immla\·ãn 

4.6.5. Cálculo da Eficiência de Extração e do Índice de Recuperação do Soluto 

A eficiência de extração é obtida pela seguinte equação 2.8: 

v-- v E* = ~-~lc__~·~·.,. 
* Yr- Y,. 

(2.8) 

Onde: Yr é a fração molar de soluto na alimentação, y, é a fração molar de soluto na 

fase refinado, y,* é a fração molar de soluto na fase refinado obtida no experimento em 

descontínuo, onde o sistema atinge o equilíbrio. 

Nos cálculos realizados, usou-se a concentração (massa/volume) ao invés da fração 

molar. Assim, a equação usada foi: 

E*= (Cr- c,) I (Cr- C,*) (2.8 a) 

Onde: Cr é a concentração de soluto na alimentação, C, é a concentração de soluto na 

fase refinado, C* é a concentração de soluto na fase refinado obtida no experimento em 

descontínuo, onde o sistema atinge o equilíbrio. 



Capitulo 4 - Materiais e Métodos 99 

Esta definição de eficiência de separação avalia o quanto o sistema se aproxima do 

equih'brio, que supõe-se seja atingido nos experimentos em descontínuo. Portanto, é uma 

comparação entre a extração em contínuo e em descontínuo. 

Também é calculado o "Índice de Recuperação do Soluto" ou seja, a percentagem de 

extração de proteína, de acordo com a equação 2. 7: 

I - c, -c, . -
c, (2.7) 

Onde: er é a fração mássica de soluto na alimentação e c.. é a fração mássica de soluto 

na fase refinado. 

Nos cálculos realizados, usou-se a concentração (massa/volume) ao ínvés da fração 

mássica. Assim, a equação usada foi: 

I, = (Cr- C,) I Cr (2..J a) 

Onde: Cr é a concentração de soluto na alimentação, C, é a concentração de soluto na 

fase refinado. 

4.6.6. Massa Específica e Viscosidade dos Sistemas PEGISal 

No Anexo 2, encontram-se os dados relativos aos sistemas PEGifosfàtos usados neste 

trabalho. Os valores dessas propriedades foram obtidos da literatura. As medidas não foram 

realizadas devido à índisponibilidade dos equipamentos necessários. 

Os procedimentos para a realização dessas medidas são apresentados a seguir. 

A determinação da massa específica para as fases rica em PEG e rica em sal para os 

diversos sistemas PEG I Sais estudados pode ser realizada em um densitômetro P AAR 

DMA 6000. A água e o ar são utilizados como fluidos de calibração, de acordo com o 

procedimento indicado pelo fabricante. As determimções de massa específica são efetuadas 

com controle de tenperatura. Os valores encontrados a partir da literatura foram obtidos a 

25 °C. 
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A viscosidade das fuses rica em PEG e rica em sal pode ser determinada com um 

viscosímetro capilar Tipo Ubbelohde (CANNON INS1RUMENT CO), tamanho lC cuja 

constante a 25 oc é de 0,02794 mm2/rl (cSt/s). Para obter a viscosidade cinemática em 

mm2/s2 (cSt/s) multiplica-se o tempo de efluxo em segundos pela constante do viscosímetro. 

Para obter a viscosidade em mPas, multiplica-se a viscosidade cinemática pela massa 

específica em g/mL. 
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5.1. Introdução 

Nos Capítulos anteriores, foram abordados a teoria envolvida no processo estudado, 

os materiaís e métodos usados no trabalho, além de serem apresentados o equipamento 

desenvolvido e os cálculos realizados. 

No Capítulo 2, foram apresentados exemplos do uso de sistemas de duas fàses 

aquosas em processsos de extração em colunas que operam em contínuo. Estes processos 

são, na maioria dos casos, economicamente mais ínteressantes do que os que operam em 

descontínuo. 

Neste Capítulo, são apresentados os resultados obtidos experimentalmente e as 

tendências observadas no comportamento do sistema. Dividiu-se este Capítulo em duas 

partes: a análise da extração em descontínuo (partição de proteínas) e a análise da extração 

líquido-líquido em contínuo na micro-coluna de campânulas pulsantes, a qual é subdividida 

em estudos da hidrodínâmica e da transferência de massa. Neste trabalho, avalia-se a 

influência de diferentes variáveis operacionais e de composição das fàses no comportamento 

do sistema e no desempenho do equipamento estudado. Sistemas PEG-Fosfatos de Potássio 

foram utilizados, sendo que a fase pesada (fase rica em sal) era a fase contínua e a fàse leve 

(fase rica em PEG) era a fase dispersa. 

No estudo da extração em descontínuo, avaliou-se o coeficiente de partição e o fator 

de purificação. 

No estudo da extração contínua, quanto à hidrodínâmica, avaliou-se a fração de 

retenção da fase dispersa, a velocidade característica e a ínundação. Quanto à transferência 

de massa, avaliou-se o Índice de Recuperação do Soluto (percentagem de proteína extraída), 

Eficiência de Separação e Coeficiente de Transferência de Massa.. A transferência de 

citocromo bS e de ascorbato oxidase da fàse dispersa para a fàse contínua foi estudada, 

analisando o efeito da freqüência de pulsação e da vazão total das fàses nos resultados 

experimentais. Estes parâmetros constituem fatores determinantes para a transferência da 

proteína e desempenho do equipamento. As proteínas foram extraídas a partir de seus 

extratos brutos. 
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Todas as equações envolvidas nestas análises já foram apresentadas nos Capítulos 

anteriores. 

A metodologia do planejamento experimental (Barros Neto et a1, 1996) foi aplicada a 

fim de verificar-se a influência de cada variável e da interação entre as variáveis no 

comportamento do sistema. 

5.2. Extração em Descontínuo (Partição de Proteínas) 

A extração descontínua foi estudada a fim de encontrar as condições relativas ao 

sistema de duas fases aquosas, que levassem à obtenção dos melhores resultados de 

extração. As condições analisadas foram: comprimento da linha de amarração (concentração 

de PEG e sais - fosfatos de potássio) e massa molecular do polímero usado (PEG). A melhor 

condição de extração é aplicada na extração de proteinas em continuo, na micro-coluna de 

campânulas pulsantes. Além disso, foram obtidos dados da extração em descontinuo, onde o 

equihbrio entre as fases foi atingido, visando uma posterior comparação com os resultados 

da extração em continuo. 

A proteina citocromo b5 e a enzima ascorbato oxídase foram selecionadas como 

proteinas de estudo, devido à díspombilidade dos extratos impuros destas proteinas e à 

diferença entre as suas massas moleculares, já que a avaliação das condições de extração e 

do desempenho da micro-coluna de campânulas pulsantes com proteinas de massas 

moleculares distintas era um dos objetivos do trabalho. Cítocromo b5 é uma proteina 

pequena de massa molecular 13600 Da e a ascorbato oxidase é uma enzima maior, de massa 

molecular 150000 Da 

Os experimentos foram realizados em duplicata, na maioria dos casos. 

5.2.1. Extração de Citocromo b5 

Foram realizados estudos da extração de citocromo b5 em descontinuo, visando 

encontrar as condições uas quais uma maior extração de citocromo b5 em uma das fases seja 

alcançada. Isto é, as condições uas quais os maiores ou menores coeficientes de partição 

sejam obtidos. Adicionalmente, tem-se como objetivo a obtenção de dados de extração em 
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descontínuo, onde supõe-se que o equihbrio tenha sido atíngido, para a comparação entre os 

processos de extração líquido-líquido em contínuo e descontínuo. 

Neste estudo foram avaliadas a influência do comprimento da linha de amarração 

(concentração de PEG e Sal - Fos:fàtos de Potássio) e da massa molecular do PEG. Na 

tabela 4.2 do Capítulo 4, encontram-se os valores das variáveis usadas neste trabalho. 

Nos ensaios com o citocromo b5, usou-se o pH 7,3, que de acordo com Sarmento et 

al (1994), mostrou-se um dos mais adequados aos processos de extração desta proteína. Em 

pH 7,3, o citocromo b5 (pi = 4,4) está com uma relativa alta carga negativa. 

Nos primeiros ensaios, estudou-se a transferência de citocromo b5 a partir de seu 

extrato impuro, sem avaliar a transferência de proteína total. Há uma grande quantidade de 

outros compostos e outras proteínas presentes no extrato impuro, além da proteína de 

interesse. 

Outro :fàtor que motivou a escolha de citocromo b5 foi como proteína de estudo, foi a 

simplicidade de sua análise quantitativa. 

Nesta etapa do trabalho, apenas o comportamento da partição de citocromo b5 entre 

as :fàses é avaliado. Assim, o coeficiente de partição (K), calculado através da equação 2.22, 

é a única grandeza analisada. 

Para uma melhor visualização do comportamento da partição do citocromo b5 do 

sistema, optou-se pelo uso de 1og K na Figura 5.1. Os valores de log K negativos indicam a 

tendência de concentração da proteína de interesse na :fàse interior (rica em sal) e os valores 

de log K positivos indicam a tendência de concentração da proteína de interesse na :fàse 

superior (rica em PEG). 

Se a proteína tem partição preferencial para a :fàse rica em PEG, isto deve-se 

provavelmente a fortes interações hidrofóbicas entre a proteína e os grupos etilenos do PEG 

(Porto, 1998). Nos casos em que há uma tendência da partição preferencial da proteína para 

a fase rica em sal, assume-se que isto ocorre devido à natureza hidro:filica da proteína, 

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 sistema de 

duas fases aquosas, não foi observada a furmação de duas fases, com a linha de amarração 

I, que é a mais curta (PEG/Sal - 16,7/14,8). Neste caso, houve o aparecimento de uma 

única fase homogênea 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 única fase homogênea, após a introdução do 

extrato protéico no sistema, principalmente com a linha de amarração 1, que era a mais 

curta. 

5.2.1.1. Influência da Massa Molecular do PEG no Coeficiente de Partição 

A partição do citocromo b5 em sistemas de duas fases aquosas formados por PEG

Sais de fosfatos foi estudada através da adição de 500 jJL de extrato bruto da proteína, nos 

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

Capítulo 4. 

Observa-se na figura 5.1 que ocorre uma diminuição do coeficiente de partição 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 b5 concentra-se principalmente na fase rica em sal. 

A diminuição do coeficiente de partição do citocromo b5 com o aumento da massa 

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

A influência da massa molecular do polúnero pode ser atnbuída ao maior número de 

grupos hidrofilicos terminais nas cadeias de PEG mais curtas, o que reduz a hidrofobicidade 

global e aos efeitos de volume excluído, que aumentam com o aumento da massa molecular 

do polúnero (Sarmento et al, 1994; Huddleston et al, 1991). 

Isto justifica os altos coeficientes de partição observados em sistemas formados com o 

PEG de massa molecular 400. Neste caso, sendo a fase rica em PEG menos hidrofóbica, o 

citocromo b5, que é uma proteína hidrofilica, toma-se mais solúvel nesta fase. 
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O PEG é um polimero composto por grupos -CHz-CHz- ligados entre si por uma 

ligação éter (Porto, 1998) e que possui um grupo hidroxila (-OH) ligado a cada um dos 

grupos -CH2-CHz- terminais. Assim, é esperado que a sua hidrofobicidade diminua com a 

diminuição da massa molecular, uma vez que aumenta a representação dos grupos 

hidrofilicos terminais (Kula, 1985). 
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Figura 5.1 - Comportamento da partição de citocromo b5 em sistemas de duas fases aquosas 

PEG-Fosfatos de potássio, em pH 7,3, na extração em descontínuo. 

Segundo Eiteman e Gainer (1989), Ogston e Phelps (1960) observaram que a presença 

de polimeros em solução cria "cavidades", nas quais as moléculas de soluto podem se ajustar 

ou alojar. De acordo com estas observações, pode-se considerar que em sistemas de duas 

fases aquosas, a partição de um soluto pode estar relacionada ao volume de "cavidades" 

produzidas pela presença do polimero. Se a massa específica de uma solução formada por 

uma solução de referência acrescida de PEG, por exemplo, é menor do que a da solução de 
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referência, as moléculas de água estão mais "livres" e a quantidade de "volume livre" 

aumenta. Por outro lado, se a massa específica for maior, as moléculas na solução estão 

mais "empacotadas", implicando na diminuição do volume livre. Como as fases dos sistemas 

de duas fases aquosas são compostas predominantemente por água, a diferença de volume 

livre pode ser uma indicação do número relativo de "cavidades" entre as fases. Se o 

coeficiente de partição está relacionado ao número dessas "cavidades", então quanto maior 

for a diferença de volume livre, maior deveria ser o coeficiente de partição. 

A solubilidade das proteínas em soluções de PEG tem sido interpretada por vários 

autores em termos dos efeitos do volume excluído do polimero (Polson et al, 1964; Atha et 

al, 1981 ). Segundo esta teoria, as proteínas são excluídas estericamente de regiões do 

solvente ocupadas pelo polimero, sendo que as solubilidades são proporcionais ao volume 

de solvente disponível (solvente sem PEG). Portanto, quanto maior for o volume excluído 

do PEG, menor é o volume de solvente disponível, o que signífica uma diminuição da 

solubilidade das proteínas na fase rica em polimero e conseqüentemente, uma diminuição do 

coeficiente de partição (Porto, 1998). 

Isto justífica a diminuição do coeficiente de partição com o aumento da massa 

molecular do polimero. 

A influência da massa molecular do polimero está relacionada também à massa 

molecular da proteína. Foi observado que a partição de aminoácidos ou proteínas de baixa 

massa molecular não é muito afetada por variações da massa molecular dos polimeros. 

Contudo, com proteínas de maior massa molecular, a partição é mais influenciada pela 

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

Os efeitos decorrentes de variações da massa molecular do PEG na partição de 

proteínas podem ser usados para análise da separação de misturas de biomoléculas com 

diferentes massas moleculares. 
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5.2.1.2. Influência do Comprimento da Linha de Amarração no Coeficiente de 

Partição 

Pode ser verificado na figura 5.1, que o coeficiente de partição aumenta com o 

aumento do comprimento da linha de amarração. O aumento do comprimento da linha de 

amarração ocorre com o aumento das concentrações de PEG e de sal do sistema de duas 

fases aquosas. O aumento do coeficiente de partição mostra uma tendência do citocromo bS 

transferir-se da fase rica em sal para a fase rica em PEG. O coeficiente de partição é o 

quociente entre a concentração de proteína na fase do topo (rica em PEG) e a concentração 

de proteína na fase do fundo (rica em sal). 

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

amarração pode ser atnbuido, principalmente, ao efeito de "salting out". 

Sarmento et al (1994) também observaram o aumento do coeficiente de partição com 

o aumento do comprimento da linha de amarração, na partição de citocromo bS em sistemas 

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

A elevação do coeficiente de partição com o aumento no comprimento da linha de 

amarração pode ser atnbuido a mudanças na composição relativa das fases. Um aumento no 

comprimento da linha de amarração promove um crescimento na concentração de fosfato na 

fase inferior enquanto que na fase superior, ela permanece relativamente constante e igual à 

sua solubilidade limite no PEG. Isso provoca o "salting out" de proteínas da fase rica em sal 

(fosfato de potássio) para a fase rica em PEG, mediada pelos efeitos de volume excluído do 

PEG. No limite, as proteínas precipitam (Sarmento et al, 1994 ). É devido a esses efeitos que 

muitas vezes as proteínas precipitam na interface entre as fases. 

Segundo Belval et al (1998), em uma região, próxima ao ponto critico, o sistema se 

comporta de acordo com as leis de partição clássicas. Em comprimentos da linha de 

amarração maiores (maiores concentrações de PEG e sal), a partição é dominada por fortes 

forças de "salting out", devido às altas concentrações de sal em ambas as fases e por forças 

de exclusão por volume, devido às altas concentrações de PEG, além <la dependência em 
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relação à razão entre os volumes das fàses. Em regiões mais afàstadas do ponto crítico, 

observa-se a ocorrência de um aumento da precipitação e da agregação na interfàce. 

Em sistemas PEG-sal, ocorrem significativas mudanças no comportamento da partição 

com o aumento no comprimento da linha de amarração. 

Segundo Sebastião et ai (1994), mudanças no volume livre estão correlacionadas com 

mudanças no coeficiente de partição de proteínas em sistemas de duas fàses aquosas PEG

sal. O volume livre, que é simplesmente a diferença entre o volume específico da fàse e o da 

água pura, representa a redução na quantidade de água disponível para a dissolução das 

moléculas. 

Na formação das duas fàses aquosas quando solutos são adicionados a baixas 

concentrações (abaixo do ponto crítico), mudanças no volume livre das misturas PEG

fosfato aproximam-se da soma das mudanças no volume livre dos componentes individuais. 

Em uma concentração característica, a separação das fàses ocorre quando o fosfato alcança 

seu limite de solubilidade em PEG. A concentrações maiores (acima do ponto crítico), 

mudanças no volume livre permanecem relativamente constantes na fàse rica em PEG. 

Contudo, na fàse rica em sal, o volume livre diminui rapidamente em resposta ao aumento 

da concentração dos componentes formadores das fàses. As contribuições de PEG e fosfàto 

às mudanças do volume livre indicam que a concentração total de fosfàto aumenta na fàse 

rica em sal, com o aumento do comprimento da linha de amarração, mas permanece 

relativamente constante na fàse rica em PEG. 

Verifica-se então, que o aumento do comprimento da linha de amarração promove o 

aumento da concentração de sal (fosfàto de potàssio) na fàse inferior, o que causa um 

aumento do "salting out" das proteínas quando seus limites de solubilidade são alcançados. 

Com isso, há um aumento na partição da proteína para a fàse rica em PEG. Esta partição 

está sujeita aos efeitos de volume excluído de PEG e aos seus limites de solubilidade naquela 

fàse. No limite, as proteínas precipitam. 

Este comportamento foi verificado nos resultados experimentais obtidos neste 

trabalho. 
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Outro fàtor importante na partição é a carga da protefna, que está relacionada ao pH 

da solução. Abaixo do pl, a proteína está carregada positivamente e acima do pl, ela está 

carregada negativamente. Devido à presença de sais no sistema, as interações eletrostáticas 

também são importantes para a partição das proteínas entre as fàses. 

Neste trabalho, não foi analisada a influência do pH na partição porque foram 

encontradas na literatura referências que indicam os melhores pHs para o trabalho com as 

proteínas de estudo. Além de favorecer a partição, o pH deve manter as moléculas estáveis e 

conservar as propriedades das proteínas e a atividade enzimática. 

5.2.1.3. Escolha do Sistema para a Extração Contínua na Micro-Coluna de 

Campânulas Pulsantes 

Sarmento et al (1994) realizaram um estudo da partição de citocromo bS em sistemas 

PEG-sais de fosfatos, com diferentes massas moleculares de PEG, diferentes comprimentos 

da linha de amarração e pH. Contudo, a pesquisa foi realizada com citocromo bS purificado. 

Assim, optou-se por estudar a partição de citocromo bS a partir do extrato bruto, a fim de 

verificar se as impurezas presentes no extrato afetavam o coeficiente de partição 

significativamente. 

Sarmento et al (1994), encontraram resultados similares aos obtidos neste trabalho. 

Em alguns casos, houve urna variação entre os valores do coeficiente de partição 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 variações significativas de temperatura também influenciam a 

partição em sistemas de duas fases aquosas. 

De acordo com os ensaios de extração em descontínuo, verificou-se que muitas vezes 

ao acrescentar o extrato protéico ao sistema composto com PEG 400, este não mais 

formava duas fàses, gerando urna única fàse homogênea. Este comportamento também foi 

verificado por Sarmento et al (1994). 
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Os sistemas formados com PEG I 000 são mais versáteis, podendo-se com pequenas 

alterações na composição das fases, manipular a partição de citocromo b5 para a fase rica 

em sal ou para a fase rica em PEG. Esta versatilidade torna-os atrativos para a separação e 

purificação de citocromo b5, a partir de um extrato impuro (Sarmento et ai, 1994). 

Além disso, o PEG 1000 é economicamente viável, suas propriedades fisicas, como a 

massa específica e a viscosidade, não oferecem problemas à sua aplicação em processos 

extrativos contínuos. 

O PEG 3350 e PEG 8000 são mais caros e possuem maiores viscosidades, 

principalmente o PEG 8000. Segundo Porto (1998), a recuperação em atividade e em 

proteína 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 análise da literatura, 

optou-se pela escolha do sistema formado por PEG 1000-Fosfatos de potássio e da linha de 

amarração 2, PEG/Sal- 17,7/15,7 (% p/p), pH 7,3. Escolheu-se a linha de amarração 2, 

devido ao menor valor do coeficiente de partição (K. = 0,595) quando comparado aos 

demais coeficientes de partição obtidos com os outros sistemas formados por PEG 1000. 

Isso mostra a tendência de uma maior quantidade de citocromo b5 concentrar-se na fase rica 

em sal. Outro fator importante, é a relação entre os volumes das fases ricas em PEG e em 

sal. Selecionou-se o PEG 1 000 devido a fatores econômicos, às propriedades fisicas destes 

sistemas, à relação entre os volumes das fases (aproximadamente 1 ), ao coeficiente de 

partição obtido e à versatilidade desses sistemas, que foi demonstrada no trabalho de 

Sarmento et al (1994). 

Com o uso de sistemas de duas fases aquosas, foi possível recuperar o citocromo b5, 

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

Sarmento et al (1994) consideraram o sistema PEG 1000-Fosfatos de Potássio, pH 7,3 

nas concentrações 18% e 16% (p/p) respectivamente, como sendo o sistema mais adequado 

para a extração de citocromo b5. Este resultado é semelhante ao resultado obtido no 

presente trabalho. 
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Assim, o sistema usado para a extração contínua de cito cromo b5 foi PEG 1000-

Fosfatos de potássio e linha de amarração 2 - 17,7% de PEG e 15,7% de fosfatos de 

potássio, com pH 7,3. 

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

1500 

No estudo da partição de citocromo b5 realizado anteriormente, foram analisadas a 

influência da massa molecular do PEG e do comprimento da linha amarração na partição de 

citocromo b5, a partir de seu extrato impuro. Avaliou-se apenas a relação entre a 

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

Neste item, avalia-se o comportamento da partição de citocromo b5 a partir de seu 

extrato impuro, de maneira mais completa. Foram analisados o fator de purificação, que 

mede a quantidade de outros componentes do extrato bruto que foram extraídos junto com 

a proteína de estudo e a recuperação total de citocromo b5 e de proteína total obtidas no 

processo de extração. 

Com o PEG 1000, realizou-se a escolha das melhores condições de operação da 

micro-coluna e com o PEG 1500, testou-se essas melhores condições de operação. 

Optou-se pelo uso de PEG 1500, por ser um polímero disponível no mercado 

nacional, ser de fácil aquisição e economicamente mais acessível. Além disso, PEG 1500 foi 

o polímero de fabricação nacional, de características mais próximas ao PEG 1000, que foi o 

polímero anteriormente escolhido como mais adequado para a extração contínua de 

citocromo b5. A partição de citocromo b5 usando sistemas formados com PEG 1500 difere 

pouco da obtida com PEG 1000. 

Avaliou-se o comportamento da partição em PEG 1500, variando-se o comprimento 

da linha de amarração. Usou-se as três linhas de amarração estudadas na partição em 

sistemas comPEG 1000. 

O fator de purificação foi calculado de acordo com a equação apresentada no item 

4.6.4 do Capítulo 4. 
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O comportamento da partição de citocromo b5 em sistemas fonnados com PEG 1500 

pode ser visto na figura 5.2. Os experimentos foram realizados em duplicata, na maioria dos 

casos. Observa-se que há um aumento do coeficiente de partição com o aumento da linba de 

amarração, como já era esperado. O aumento do coeficiente de partição observado entre as 

linbas de amarração 2 e 3 é pequeno. 

Este comportamento é justificado pelo efeito de "saltíng out" que ocorre na fase rica 

em sal, como já foi comentado anteriormente. 
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Figura 5.2 - Comportamento do coeficiente de partição de citocromo b5 com a 

variação da linha de amarração do sistema PEG 1500-Fosfatos de potássio, pH 7,3, na 

extração em descontínuo. 

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

urna diminuição do fator de purificação (FP) com o aumento da linha de amarração. 

Na tabela 5.1, encontram-se os valores do Fator de Purificação (FP) e da Percentagem 

de Recuperação de citocromo b5 e de proteína total no sistema. Verifica-se que a 

Percentagem de Recuperação de proteína total aumenta e que a Percentagem de 
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Recuperação de citocromo b5 diminui com o aumento do comprimento da linha de 

amarração, porém esta diminuição é pequena. 

Com isso, pode-se concluir que com o menor comprimento da linha de amarração, 

ocorre a obtenção de um maior grau de pureza do citocromo b5 extraído, já que um alto 

valor do Fator de Purificação na fase rica em sal, que é a fase na qual o citocromo b5 

preferencialmente se concentra, foi obtido. Além disso, uma menor quantidade de proteína 

total e uma maior quantidade de citocromo b5 foram recuperadas com esta linha de 

amarração. 
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Figura 5.3- Influência do comprimento da linha de amarração no Fator de Purificação 

para a extração descontúma de citocromo b5 com sistema PEG 1500-Fosfato de potássio, 

empH7,3. 

Assim, pode-se considerar que a melhor condição de extração encontrada nesta série 

de experimentos foi encontrada com a linha amarração I, ou seja 16,2% de PEG 1500 e 

14,3% de Fosfatos de potássio (% p/p). Nesta condição, obteve-se um coeficiente de 
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partição de 0,4; um Fator de Purificação de 11,2 e uma Percentagem de Recuperação global 

de citocromo b5 de 58,8%. 

Esta condição foi escolhida para ser usada na micro-coluna de campânulas pulsantes, a 

fim de verificar o comportamento da extração contínua com este sistema, nas melhores 

condições de operação da micro-coluna. Estas condições de operação foram obtidas com o 

sistema escolhido na etapa anterior do trabalho (sistema formado por PEG 1000/Fosfutos de 

Potássio). 

Tabela 5.1 -Recuperação de citocromo b5 e proteína total em sistemas PEG 1500 -

Fosfatos de potássio, na extração em descontínuo. 

Linha de Fator de Purificação Recuperação global Recuperação global 
Amarração (fase rica em sal) de citocromo b5 (%) de proteína total 

(PEG/Sal-% p/p) (%) 

1- (16,2/14,3) 11,2 58,8 7,8 
2- (17,7/15,7) 3,3 52,8 16,1 
3- (19,7/17,7) 1,5 51,7 34,4 

5.2.2. Extração da Ascorbato oxidase 

A análise da extração descontínua da ascorbato oxidase foi realizada com o PEG de 

massa molecular 1500 e com os comprimentos das linhas de amarração usados no item 

5.2.1.4 (linhas de amarração I, 2 e 3). O PEG 1500 foi escolhido pelos fatores já 

apresentados anteriormente, como: boa recuperação de atividade de enzimas, polímero de 

fácil aquisição no mercado nacional, economicamente mais acessível e propriedades fisicas 

adequadas à operação de equipamentos em contínuo. Assim, neste estudo foi analisado o 

efeito do comprimento da linba de amarração, no pH ótimo da enzima, que é 6,0. O 

coeficiente de partição foi calculado em relação à atividade enzimática da ascorbato oxidase 

em cada uma das fases. 

Porto (1998) verificou que os sistemas PEG l 000-Fosfatos foram os que 

apresentaram melhores resultados em termos de recuperação da atividade das enznnas 

ascorbato oxidase e protease. PEG 1500 é o polímero de fabricação 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 partição em sistemas formados com o 

PEG 1500, nos experimentos realizados. Contudo, de acordo com os resultados 

apresentados por Porto (1998), houve uma recuperação de atividade superior a 100%, o que 

não foi verificado no presente trabalho. Possivelmente, esta menor recuperação de atividade 

da ascorbato oxidase pode ter ocorrido devido à utilização 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 partição da ascorbato 

oxidase em relação à variação do comprimento da linha de amarração. Através dos valores 

do coeficiente de partição, que foram menores que 1, exceto para a linha de amarração 3, 

que é a mais longa entre as estudadas, verificou-se uma tendência da ascorbato oxidase em 

se concentrar na fase rica em saL Este mesmo comportamento foi observado por Porto 

(1998). Esta preferência 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 partição da enzima 

com o aumento do comprimento da linha de amarração (aumento das concentrações de PEG 

e sal no sistema). Como comentado anteriormente para a partição do citocromo b5, este 

comportamento pode ser explicado pelos efeitos de "salting out" da fase rica em sal, que 

forçam a partição da enzima em direção à fase rica em PEG. Assim, ocorreu um aumento do 

coeficiente de partição da ascorbato oxidase. Os efeitos de "salting out" tornam-se mais 

fortes com o aumento da concentração de sal no sistema. 

Segundo Schmidt et al (1996), a solubilidade de proteínas na fase rica em PEG é 

governada pelo efeito de exclusão e pela interação hidrofóbica entre a proteína e o grupo 

etileno do PEG. Proteínas hidrofóbicas são altamente solúveis na fase rica em PEG. O PEG 

tem natureza hidrofóbica e tende a interagir fortemente com as regiões apoiares das 

proteínas. 

Na fase rica em sal, o efeito de "salting out" governa a solubilidade das proteínas. A 

diminuição desta solubilidade na fase rica em sal, motivada pelo aumento na concentração 
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de sal (fosfatos de potássio), induz à transferência de proteinas da fase rica em sal para a 

fase rica em PEG, aumentando o coeficiente de partição. Apenas proteinas que possuem 

grupos mais polares interagem com sais em altas concentrações (Sarmento et al, 1994). 
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Figura 5.4 - Influência do comprimento da linha de amarração no coeficiente de 

partição da enzima ascorbato oxidase em sistemas PEG 1500-Fosfatos de potássio, pH 6,0, 

na extração em descontínuo. 

Segundo Porto (1998), houve urna diminuição no rendimento em termos de 

recuperação de atividade das enzimas com o aumento da massa molecular do polímero, a 

partir do PEG 1000. Este comportamento foi descrito por Atha et al (1981 ), provavelmente 

como conseqüência do volume excluído. 

Verifica-se na figura 5.5 e na tabela 5.2, que o Fator de Purificação e a percentagem 

de recuperação de ativídade da ascorbato oxidase e de proteína total diminuíram com o 

aumento do comprimento da linha de amarração. 
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Estes resultados estão em concordância com os obtidos por Sebastião et ai (1994), no 

trabalho de extração de cutínase em sistemas PEG-Fosfatos, onde o decréscimo do 

rendimento em proteína total observado com o aumento do comprimento da linha de 

amarração resultou na diminuição da atividade total recuperada. 
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Figura 5.5 -Influência do comprimento da linha de amarração no Fator de Purificação 

para a extração descontínua da ascorbato oxidase com sistemas PEG 1500-Fosfato de 

potássio, em pH 6,0. 

Nota-se na tabela 5.2, que a recuperação de atividade da ascorbato oxidase com a 

linha de amarração 1 foi muito maior do que para os demais comprimentos de linhas de 

amarração estudados. 

Observa-se na figura 5.5 e na tabela 5.2, que o Fator de Purificação com a linha de 

amarração 1 foi maior do que com os demais comprimentos de linhas de amarração 

estudados. 
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Verifica-se na tabela 5.2, que a percentagem de proteína total recuperada foi ínferior à 

percentagem de atividade enzimática recuperada. Isso contribui positivamente para o Fator 

de Purificação das enzimas, isto é, torna mais evidente a tendência de obter-se maiores 

valores do Fator de Purificação. 

Valores máximos do Fator de Purificação, de aproximadamente 2, 75, foram obtidos 

com a linha de amarração 1, que é a mais curta. 

Tabela 5.2- Recuperação de ascorbato oxidase e proteína total em sistemas PEG 1500 

- Fosfatos de potássio. 

Linha de Fator de Purificação Recuperação global Recuperação global 
Amarração (fase rica em sal) de ascorbato de proteína total 

(PEG/Sal- % p/p) oxidase (%) (%) 
1 - (16,2/14,3) 2,75 57,8 11,6 
2- (17,7/15,7) 1,25 29,4 12,8 
3- (19,7/17,7) 1,05 24,0 9,8 

Foi observada a formação de um precipitado alaranjado na ínterface entre as fases em 

todos os ensaios realizados. Este precipitado era provavelmente fol1I'..ado por impurezas 

insolúveis em ambas as fases e por proteínas que precipitaram na ínterface devido aos seus 

limites de solubilidade em ambas as fases terem sido atíngidos. 

Os resultados obtidos neste trabalho diferiram dos obtidos por Porto (1998), em 

relação ao Fator de Purificação e à percentagem de atividade recuperada. Segundo Porto 

(1998), houve a recuperação de mais de 100% da atividade enzimática e o Fator de 

Purificação foi de 22,0; para a linha de amarração 3. Talvez este comportamento tenha 

ocorrido devido à diferença entre as massas moleculares dos polimeros, que formavam os 

sistemas aquosos bifásicos 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 potássio, pH 6,0 e a línha de amarração I (PEG/Sal - 16,2/14,3 - % p/p) foi 
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considerado o mais adequado para a extração de ascorbato oxidase a partir de seu extrato 

bruto. Este sistema foi aplicado na extração líquido-líquido contínua de ascorbato oxidase na 

micro-coluna de carnpânulas pulsantes. 

Tendo em vista que a etapa de estudo da extração líquido-líquido em descontínuo 

tinha como objetivo a seleção do melhor sistema para a recuperação da atividade enzimática 

da ascorbato oxidase e a purificação desta enzima, para ser utilizado na extração contínua, 

atnbuiu-se uma maior importância à percentagem de atividade enzimática recuperada e ao 

fator de purificação elevados, além de baixo coeficiente de partição (concentração da enzima 

na fase rica em sal). 

5.3. Extração Contínua na Micro-Coluna de Campânulas Pulsantes 

Em processos de extração contínua, a fase líquida escolhida para ser a dispersa é, 

geralmente, aquela que possui maior tensão superficial e, na grande maioria dos casos, 

também a que possui a menor massa específica. Neste trabalho, a fase rica em PEG atuou 

como a fase dispersa, escoando ascendentemente na colU!Ill, em contracorrente com a fase 

rica em sal (fase contínua). 

Neste trabalho, a transferência da energia de pulsação às fases líquidas é realizada por 

meio do movimento alternativo das carnpânulas no ínterior da micro-coluna. 

A seguir, os resultados experimentais são analisados. A análise dos resultados foi 

dividida em duas partes: hidrodinâmica e transferência de massa. 

5.3.1. Hidrodinâmica 

O estudo da hidrodinâmica nesta micro-coluna de campânulas pulsantes é feito através 

da análise da fração de retenção da fase dispersa, da velocidade característica do escoamento 

e da ínundação. 
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5.3.1.1. Fração de Retenção da Fase Dispersa 

Determinou-se a fração de retenção da fase dispersa ( cp) através da relação entre o 

volume da fase dispersa retido na micro-coluna e o volume total da micro-coluna, como é 

mostrado a seguir: 

cp = volume da fase dispersa na coluna I volume total da coluna 

A seguir, é apresentada uma análise da influência de variáveis operacionais e da 

composição das fases na fração de retenção da fase dispersa, através dos resultados obtidos 

experimentalmente. 

A fração de retenção da fase dispersa está diretamente relacionada com a quantidade 

de gotas existentes no interior da coluna, em uma dada condição operacional. A formação 

de gotas não é um processo simples e está relacionada às condições de agitação, isto é, a 

freqüência de pulsação imposta às fases no interior do equipamento (Souza, 1997). Além da 

freqüência de pulsação, a geometria do sistema de agitação e a forma de introduzir esta 

agitação no sistema são importantes. 

A influência de variáveis operacionais na fração de retenção da fase dispersa foi 

avaliada em uma micro-coluna de campânulas pulsantes através da operação em continuo 

com sistemas de duas fases squosas, utilizando os seguintes valores de freqüência de 

pulsação: 0,1; 0,14; 0,2; 0,33 e 1 pulso/segundo e os seguintes valores da vazão total da 

alimentação (Vd + V,): 4,7 rnL/min, 6,5 rnL/min e 10,9 rnL/min, aproximadamente. Os 

experimentos foram realizados utilizando-se sistemas de PEG 1 000-Sais de fosfàtos, pH 

7,3, nas concentrações de 17,7 % e 15,7 % (p/p ), respectivamente. 

5.3.1.1.1. Influência da Freqüência de Pulsação 

De acordo com a literatura, verificou-se uma tendência de aumento da fração de 

retenção da fase dispersa com o aumento da freqüência de pulsação, ou seja, da agitação 

imposta ao sistema. Este comportamento foi observado em trabalhos realizados em colunas 

de pratos ou fluxo pulsados, 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 eficiência de separação está ligada à fração de retenção da fase 

dispersa porque com o crescimento desta, o tempo de contato entre as fases aumenta e com 

isso, a transferência de massa é elevada. 

A energia transferida ao líquido depende fortemente da amplitude e da freqüência de 

pulsação, cujo produto representa a velocidade de pulsação. Quanto maior fur essa 

velocidade, maior é a energia transferida ao sistema líquido. A absorção dessa energia na 

fragmentação de gotas não é ilimitada e portanto, deve existir uma condição, além da qual, o 

fornecimento desta energia torna-se indesejável. Nestes casos, a fração de retenção da fase 

dispersa diminui com o aumento da agitação imposta ao sistema. Esta condição, foi 

verificada em vários trabalhos, como por exemplo, Góis (1995), com colunas pulsadas e 

Porto (1998), com coluna PRDC e sistema de duas fases aquosas. 

A rnauifestação da agitação se reflete na formação de gotas da fàse dispersa que 

entram em contato com a fàse contínua. Sabe-se também que o mecanismo de geração de 

gotas depende, dentre outros futores, da passagem do líquido através dos orificios dos 

pratos, ou neste caso, dos orificios da rede que forma a campânula. O arraste da fase 

dispersa pela fase continua pode ocorrer devido à diminuição excessiva do tamanho das 

gotas da fase dispersa resultante de elevadas freqüências de pulsação ou pela elevada carga 

líquida da coluna (vazão total das fases). 

O tipo de pulsação escolhida para a realização dos experimentos do presente trabalho 

foi o senoidal, cuja expressão matemática para o deslocamento do eixo pulsante, em função 

do tempo, pode ser escrita na seguinte forma: 

Y (t) = (A/2) . sen( ro . t) (5.1) 

Onde, Y(t) é a posição de um dado ponto do eixo pulsante em um tempo, t; A, a 

amplitude de pulsação, já defiuida, "/'é a freqüência de pulsação e ro é dada pela equação 

5.2: 

(!) = 2.1tf (5.2) 
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A partir da equação 5.1, pode-se deduzir uma expressão para a velocidade instantânea 

de pulsação, derivando-se a equação 5.1 em relação ao tempo. Assim, para uma dada 

freqüência de pulsação, obtém-se a seguinte equação: 

Vp (t) = (ro.A/2).cos (ro.t) (5.3) 

Substituindo-se a expressão 5.2 na equação 5.3, obtém-se: 

Vp (t) = (rc/A).cos (2rcft) (5.4) 

Considerando que a velocidade de pulsação é um dos fàtores responsáveis pela 

transformação da fàse dispersa em gotas, de acordo com a equação 5.4, verifica-se 

claramente a influência da freqüência de pulsação sobre a fração de retenção da fàse 

dispersa. 

A transferência da energia de pulsação à massa líquida é realizada por meio do 

movimento alternativo das campânulas no interior da coluna. A manifestação da agitação se 

reflete na furmação de gotas da fàse dispersa que são contactadas com as da fàse contmua. 

A natureza do escoamento das fàses através das campânulas é bastante complexa, 

pois além de ser utilizado o fluxo em contracorrente, deve-se considerar o movimento das 

campânulas em relação ao líquido. A combinação das forças associadas ao movimento do 

dispositivo de pulsação e ao escoamento· das fàses forçam a passagem do líquido através dos 

orificios das campânulas. No momento em que os líquidos atravessam as campânulas, ocorre 

uma intensa dispersão na micro- coluna. 

O aumento da energia de pulsação deve produzir uma dispersão mais fina. Nestes 

casos, além da quebra de gotas devido à turbulência na região próxima às campânulas ser 

mais intensa, adiciona-se também o efeito causado na massa líquida no momento em que ela 

atravessa os orificios das campânulas. 

Observando os resultados experimentais, verificou-se que na maioria dos casos, a 

fração de retenção da fàse dispersa cresce com o aumento da freqüência de pulsação. 

Observou-se ainda que este crescimento é menos intenso para baixas vazões das fàses 
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dispersa e contínua. O comportamento mostrado nas figuras 5.6 e 5.7, relativo às vazões 

baixa (4,7 mL/mín) e alta (10,9 mL/mín) índicou a ocorrência de um regime de operação 

estável, onde a fração de retenção da fase dispersa mostra urna tendência de crescimento 

tanto com a freqüência de pulsação quanto com a vazão total das fases, exceto para a vazão 

total das fases de 6,5 mL/mín. Neste caso, observou-se urna dimínuição da fração de 

retenção da fase dispersa com o aumento da freqüência de pulsação, para freqüências 

superiores a 0,2 pulsos/segundo. Pode ser considerado que o arraste da fase dispersa pela 

fase contínua tenha provocado este comportamento. Com freqüências de pulsação de 1 

pulso/segundo, observa-se um ligeiro aumento da fração de retenção da fase dispersa, 

podendo-se considerar que a fração de retenção da fase dispersa manteve-se praticamente 

constante entre 0,33 pulsos/segundo e I pulso/segundo. Pode-se considerar que a 

diminuição da fração de retenção da fase dispersa com o aumento da freqüência de pulsação 

ocorre devido ao arraste das gotas da fase dispersa, pela fase contínua. Com as vazões e 

freqüências maiores, o arraste pode tornar-se mais íntenso. 

4,7 6,5 

Vazão Total das Fases (miJmin) 

10,9 

1110,1 pulsos/segundo 

1111 0,14 pulsos/segundo 
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100,2 pulsos/segundo I 

I o o,33 pulsos/segundo 

1111 pulsdsegundo 

Figura 5.6- Influência da vazão total das fases na fração de retenção da fase dispersa, para o 

sistema PEG 1000-Fosfato de potássio, em pH 7,3, com a linha de amarração 2 (17,7% de 

PEG e 15,7% de Sal). 
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O aumento da freqüência de pulsação faz com que as gotas da fase dispersa tomem-se 

menores e assim, sejam mais fucilmente arrastadas pela fase contínua. Experimentalmente, 

nota-se a ocorrência de arraste, nas freqüências de pulsação mais elevadas. 

A energia de pulsação, em certos casos, pode favorecer o arraste da fase dispersa pela 

fase contínua. Estes casos normalmente, acontecem quando a freqüência de pulsação atínge 

níveis elevados, ultrapassando valores considerados como críticos e provocando, assim, uma 

redução da fração de retenção da fase dispersa. 

O arraste é índesejável nas operações de contato entre fases líquidas, pois o mesmo 

pode provocar a queda da eficiência de operação. Além disso, pode ser necessário a 

introdução de um processo de separação adicional, para que não haja problemas nas 

operações posteriores. O mecanismo de arraste consiste basicamente na incorporação de 

material de uma fase líquida na corrente de saída reservada à outra fase. Assim, no caso que 

se discute, isto equivale à corrente da fase rica em sal arrastar uma quantidade significativa 

de fase rica em PEG, através da saída da fase pesada da coluna. 

Os valores da fração de retenção da fase dispersa encontrados no presente trabalho 

foram muito superiores aos já descritos na literatura para coluna "spray", usando diferentes 

sistemas de duas fases aquosas (Sawant et a!, 1990; Jafarabad et a!, 1992 a e b; Venâncio et 

al, 1995). Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram obtidos por Porto 

(1998) em uma coluna de discos perfurados rotativos e por Pawar et a! (1997), que descreve 

o comportamento da extração de amiloglucosidase e ~-galactosidase em uma coluna "spray" 

modificada de modo a obter maiores valores da fração de retenção da fase dispersa. 

O erro experimental nas medidas da fração de retenção da fase dispersa é de 

aproximadamente 10 % do valor obtido experimentalmente. Este erro leva em consideração 

variações na leitura dos volumes usados nos cálculos da fração de retenção da fase dispersa. 

Foi observado que a baixas freqüências de pulsação, entre O, 1 pulsos/segundo e 0,33 

pulsos/segundo, e a baixa vazão total das fases ( 4, 7 mL/min), a fração de retenção da fase 

dispersa variou pouco. Nesta faixa, observou-se que os valores da fração de retenção da fase 

dispersa variavam dentro da margem de erro. Por isso, pode-se considerar que a fração de 
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retenção da fase dispersa independe da freqüência de pulsação, nesta faixa de freqüência de 

pulsação e para esta vazão total das fases. Quando a freqüência de pulsação aumenta para 1 

pulso/segundo, na mesma vazão, a fração de retenção da fase dispersa aumenta. Isto ocorre 

porque, como já comentado, o aumento da freqüência de pulsação faz com que aumente a 

energia de pulsação transferida ao sistema, e conseqüentemente a turbulência no sistema. O 

tamanho das gotas da fase dispersa diminui, já que mna fina dispersão das gotas é formada. 

Sabe-se que quanto menor o diâmetro médio das gotas, menor é a velocidade de ascensão 

das gotas e portanto, maior é o tempo de residência da fase dispersa na coluna. Sendo as 

gotas menores, o tempo de residência das gotas na coluna aumenta e assim, a fração de 

retenção da fase dispersa também aumenta. A maior turbulência também aumenta o tempo 

de residência das fases na micro-coluna e, conseqüentemente, a fração de retenção da fase 

dispersa. 

À vazão total elevada (10,9 mL/min), observou-se que a fração de retenção da fase 

dispersa aumentou significativamente com o aumento da freqüência de pulsação de 0,14 

pulsos/segundo para 1 pulso/segundo. Com a vazão elevada, observou-se um arraste bem 

maior da fase dispersa pela fase continua do que nos casos anteriores. Mesmo assim, os 

valores da fração de retenção da fase dispersa foram bem superiores aos observados 

anteriormente. Mesmo com o aumento do arraste, a tendência de aumento da fração de 

retenção da fase dispersa foi bastante significativa. 

Assim, pode-se concluir que com vazões totais das fases baixa e alta, o sistema 

mostrou mna tendência de comportamento semelhante à esperada, ou seja, a fração de 

retenção da fase dispersa aumentou com o aumento da freqüência de pulsação. Pode-se 

afirmar, através da observação da fração de retenção da fase dispersa, que a operação da 

coluna com este sistema é estável. Com a vazão intermediária, pode-se concluir que ocorreu 

o arraste acentuado da fase dispersa pela fase contínua. 

Outra conclusão é que o efeito da interação entre as duas variáveis (freqüência de 

pulsação e vazão total das fases) foi importante. 
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5.3.1.1.2. Influência da Vazão Total das Fases 

Nas figuras 5.6 e 5.7, pode-se observar que a freqüências de pulsação elevadas (1 

pulso/segundo), há um aumento da fração de retenção da fase dispersa com o aumento da 

vazão total das fases. 

Isto ocorre, principalmente, porque a elevação da vazão total das fases fàz com que 

cresça a turbulência no interior da coluna e, assim, aumente também a mistura das fases. 

Com isso, o tempo de residência das gotas da fase dispersa na coluna é maior e, 

conseqüentemente, a fração de retenção da fàse dispersa aumenta também. Além disso, a 

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

Para o caso da freqüência de 0,14 pulsos/segundo, houve o aparecimento de um ponto 

de máximo, ou seja, a fração de retenção da fase dispersa aumentou com a elevação da 

vazão total das fases até certo ponto, a partir do qual as gotas da fase dispersa foram mais 

fucilmente arrastadas pela corrente de fase continua. Este arraste causou a diminuição da 

fração de retenção da fase dispersa. 

Provavelmente, este ponto de máximo observado na vazão total das fases de 6,5 

mL/min, não foi observado a altas freqüências de pulsação (1 pulso/segundo), devido ao 

efeito da agitação. A maior agitação fàz com que aumentem a turbulência e a mistura das 

fases na coluna. Estes fatores são mais intensos quanto maior for a freqüência de pulsação. 

Por isso, para freqüências de pulsação elevadas, este aumento da energia introduzida ao 

sistema fàz com que a fração de retenção da fase dispersa aumente. Para freqüências de 

pulsação menores (0,14 pulsos/segundo), o efeito da pulsação é pequeno, tornando mais 

evidente o efeito do aumento da vazão total das fases, provocando a diminuição da fração 

de retenção da fase dispersa. Urna das causas deste comportamento, provavelmente, foi o 

arraste da fase dispersa pela fase continua. 

O aumento da vazão 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 à elevada freqüência de pulsação utilizada, como pela 

elevação da carga líquida da coluna. Experimentalmente, observou-se um pequeno arraste, a 
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vazão total das fases e freqüências de pulsação mais elevadas. Contudo, isto não alterou o 

comportamento do sistema nestas condições. Observou-se um aumento da fração de 

retenção da fase dispersa com o aumento da vazão total das fases. Provavelmente, o arraste 

não é tão significativo devido às baixas vazões envolvidas neste estudo. 

Para vazões elevadas (1 0,9 mL/min) verificou-se que a fração de retenção da fase 

dispersa apresentou uma tendência de crescimento, com o aumento da freqüência de 

pulsação, quando esta variou de 0,14 para 1 pulso/segundo. Contudo, para esta vazão, 

apenas estes dois pontos foram analisados. Assim, não se pode afirmarcomo o sistema se 

comporta com a variação da freqüência de pulsação, nesta faixxa. Não é possível predizer se 

a fração de retenção da fase dispersa é crescente nesta faixa de freqüências ou se existe um 

ponto de màximo, como para a vazão total das fases de 6,5 mL/min. 

Para os demais experimentos, foi observada a tendência de aumento da fração de 

retenção da fase dispersa com o aumento da vazão total das fases. 

Outro fator que deve ser ressaltado, é que os procedimentos envolvidos na 

determinação da fração de retenção da fase dispersa podem estar sujeitos a muitos erros. 

Portanto, qualitativamente, os resultados são confiáveis e adequados para a análise do 

comportamento do sistema. Contudo, quantitativamente, esses resultados devem ser 

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

Devido ao aumento da vazão total das fàses (carga líquida) na coluna, ocorre uma 

maior turbulência 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 

vazão total das fases faz com que a fração de retenção da fase dispersa aumente. Em todos 

os experimentos, a razão entre as vazões das fases dispersa e contínua foi mantida constante 

em aproximadamente 1. 

O aumento da velocidade de escoamento que ocorre com o aumento da vazão total 

das fases, pode ser a causa da queda da fração de retenção da fase dispersa com o aumento 

da vazão total das fases de 6,5 mL/min para 10,9 mL/min, para a freqüência de pulsação de 

O, 14 pulsos/segundo. Contudo, essa queda não ocorre para a freqüência de pulsação de 1 
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pulso/segundo, onde pelo contrário, ocorre um aumento da fração de retenção da fase 

dispersa com a elevação da vazão total, ou seja, da velocidade de escoamento. Isto pode, 

possivelmente, ocorrer devido aos efeitos da maior agitação imposta ao sistema, que 

provoca um aumento no tempo de residência e na mistura das fases na coluna. 
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Figura 5.7- Comportamento do sistema PEG 1000-Fosfato de potássio, em pH 7,3 e linha 

de amarração 2 (17,7% PEG e 15,7 % Sal), em relação à fração de retenção da fase 

dispersa nas condições experimentais estudadas. 

5.3.1.1.3. Influência da Composição do Sistema de Duas Fases Aquosas 

Segundo a literatura, é verificado que para os diferentes sistemas formados com PEG 

de diferentes massas moleculares, a fração de retenção da fase dispersa diminui com o 

aumento da composição do sistema. 

No presente trabalho, observou-se que a fração de retenção da fase dispersa diminui 

com o aumento das concentrações de PEG e de sal, como pode ser visto na figura 5.8. 

Com o aumento da composição do sistema, valores menores foram observados para a 

fração de retenção da fase dispersa, para os sistemas estudados, embora tenba ocorrido um 

aumento na viscosidade da fase contínua. Comportamento semelhante foi observado por 
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Sawant et a! (1990), Jafarabad et a! (1992 a), Venâncio et a! (1995) e Porto (1998), em 

trabalhos com diferentes sistemas de duas fases aquosas em diferentes tipos de colunas de 

extração. 
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Figura 5.8 - Influência da composição do sistema PEG 1000-Fosfatos de potássio, 

em pH 7 ,3, na fração de retenção da fase dispersa. Vazão total das fases - 6,5 mL/min; 

freqüência de pulsação - O, 1 pulsos/segundo. 

O comportamento da fração de retenção da fase dispersa em relação à composição das 

fases pode ser explicado em termos das propriedades fisicas dos sistemas, tais como a 

viscosidade e diferença entre as massas específicas, que aumentam com o aumento da 

composição 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 amarração próximas ao ponto crítico apresentam os 

maiores valores para a fração de retenção da fase dispersa (Porto, 1998). 

Sabe-se que a medida que aumenta a concentração do polímero (aumento da linha de 

amarração), ocorre um aumento da tensão interfacial, como resultado, o diâmetro da gota 

aumenta, a diferença entre as massas específicas e 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 fração de retenção da fàse dispersa diminua (Clift et a!, 1978). 

Com o aumento da velocidade com que a gota sobe, causada pelo aumento na 

diferença entre as massas específicas das fases, uma diminuição no tempo de residência da 

gota da fase rica em PEG, reduzindo a fração de retenção da fase dispersa (Raghav Rao et 

a!, 1991). 

5.3.1.1.4. Predição da Fração de Retenção da Fase Dispersa através de 

Correlações obtidas na Literatura 

Através da análise da literatura, duas correlações foram selecionadas para a predição 

da fração de retenção da fase dispersa nas condições de operação usadas no presente 

trabalho. 

As correlações escolhidas foram propostas por Kumar e Hartland (1988) e Kumar e 

Hartland (1995), para colunas com pratos pulsados. Deve ser lembrado que essas 

correlações foram desenvolvidas através de resultados experimentais obtidos em colunas de 

pratos pulsados e com sistemas aquoso-orgânico. Estas condições diferem das empregadas 

neste trabalho, que usou sistemas de duas fases aquosas, os quais possuem propriedades 

fisicas diferentes das propriedades de sistemas aquoso-orgânico, tais como, menor tensão 

interfacial, menor diferença entre as massas específicas das fases e maiores viscosidades. 

Além disso, a geometria dos dispositivos que promovem a pulsação, campânulas e pratos, é 

bastante diferente. 

Essas correlações foram apresentadas no Capítulo 2, equação 2.1 O proposta por 

Kurnar e Hartland (1988) e equação 2.13 proposta por Kumar e Hartland (1995). 

Na tabela 5.3, encontram-se os valores da fração de retenção da fase dispersa preditos 

e os valores da fração de retenção obtidos experimentalmente. 

Nos cálculos da fração de retenção da fase dispersa, foi necessário predizer o valor de 

(A . f), o produto da amplitude pela freqüência de pulsação, na região de transição entre as 

regiões de mistura-decantação e de transição para a região de emulsão. Como pode ser visto 
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na tabela 5.3, todos os experimentos foram realizados na região de transição ou de emulsão. 

Este é um aspecto fàvorável, já que nesta região a transferência de massa e a mistura entre 

as fàses são mais eficientes. Contudo, como é comentado a seguir, a validade destas 

equações para os sistemas estudados não é assegurada. 

Tabela 5.3- Comparação entre os valores da fração de retenção da fàse dispersa 

preditos com os obtidos experimentalmente para o sistema PEG 1000-Fosfàto de potássio, 

empH 7,3, com a linha de amarração 2 (17,7% de PEG e 15,7% de Sal). 

Vd V c f ( A.f), (A.f) +exp + 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 .. 1,12x10 .. 0,14 2,76x10_, 7,8x10_, 0,33 0,0047 0,0078 
1,02x10"" 1,12x10 .. 0,20 2,76x10_, 1,1x1o·• 0,32 0,0056 0,0085 
1,02x10"" 1,12x10-" 0,33 2,76x10_, 1,8x1o·• 0,21 0,0081 0,0116 
1,02x10 .. 1,12x10-" 1,00 2,76x10_, 5,6x1o·• 0,24 0,0540 0,0696 
6,9x10_, 7,89x10_, 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_, 1,1x1o·• 0,12 0,0044 0,0069 
8,55x10_, 6,9x10_, 0,33 2,76x10_, 1,8x1o·• 0,117 0,0064 0,0093 
8,55x10_, 6,9x10_, 1,00 2,76x10_, 5,6x1o·• 0,17 0,0423 0,0561 
1,97x10"" 1,62x10-" 0,14 2,76x10_, 7,8x10_, 0,15 0,0096 0,0171 
1,97x10 .. 1,62x10 .. 1,00 2,76x10_, 5,6x1o-• 0,425 0,1099 0,1527 

Aplicou-se os valores das variáveis estudadas nas correlações propostas e comparou

se os valores da fração de retenção da fàse dispersa calculados com os valores obtidos 

experimentalmente. Verificou-se que nenhuma correlação mostrou-se adequada para 

predizer a fração de retenção da fàse dispersa. Os valores da fração de retenção da fàse 

dispersa preditos diferem bastante dos valores experimentais. 

É importante ressaltar que todos os trabalhos obtidos na literatura relacionam-se a 

colunas com pratos pulsados e neste trabalho, a micro-coluna possui campânulas pulsantes. 

Esta diferença entre os valores preditos e os valores obtidos experimentalmente, 

provavelmente, se deve à forma de agitação imposta ao sistema, através das campânulas 

pulsantes. Portanto, de acordo com esses resultados, pode-se concluir que a geometria da 

campânula influencia bastante o comportamento do sistema. Outro fator que pode ter 
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influenciado nos resultados são as propriedades fisicas do sistema. Sistemas de duas fases 

aquosas, na maioria dos casos, apresentam uma menor diferença entre as massas específicas 

das fases e maiores viscosidades, principalmente da fase rica em PEG, quando comparadas 

aos sistemas formados por água e solvente orgânico, a partir dos quais as correlações de 

predição furam obtidas. No Anexo 2, encontram-se as propriedades fisicas dos sistemas de 

duas fuses aquosas empregados no presente trabalho e no Anexo 3, encontram-se as 

propriedades fisicas e os valores das variáveis operacionais usadas na obtenção das 

correlações 2.10 e 2.13. 

Assim, a validade dessas correlações para as condições operacionais e sistemas usados 

no presente trabalho não foi verificada. Os valores da fração de retenção da fase dispersa 

preditos foram subestimados. Coimbra et ai (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 Característica 

A velocidade característica e a velocidade relativa são importantes por se relacionarem 

à fração de retenção da fase dispersa e à inundação. Esta relação pode ser analisada através 

das equações apresentadas no Capítulo 2, na seção 2.6. 

Para o cálculo da velocidade característica, optou-se por avaliar a equação de Gayler 

et ai (1953), por ser mais simples e não ter sido encontrado nenhuma restrição ao seu uso no 

caso estudado neste trabalho. A equação proposta por Baird e Shen (1984) fui também 

empregada nos cálculos, por ser uma equação desenvolvida para colunas com pratos 

pulsados. 

Usando-se a equação 2.20 proposta por Gayler et ai (1953) e a equação 2.21 proposta 

por Baird e Shen (1984) para o cálculo da velocidade característica, obteve-se os resultados 

da tabela 5.4, para os experimentos realizados. 

Essas equações são apresentadas a seguir: 
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(2.19) 

(2.20) 

Utilizando-se os valores das velocidades de escoamento (v. e vd) e os valores 

experimentais da fração de retenção da fase dispersa (cil), determinou-se a velocidade 

característica (V o) para cada experimento através das equações 2.20 e 2.21. 

Na tabela 5.4 e nas figuras 5.9 e 5.10, encontram-se os valores da velocidade 

característica calculados com ambas as equações e pode-se verificar a tendência do 

comportamento da velocidade característica em relação à freqüência de pulsação e à vazão 

total das fases. Nos experimentos, variou-se a vazão total das fases em três níveis: 4, 7 

mL/min, 6,5 mL/min e 10,9 mL/min, e a freqüência de pulsação em cinco níveis: O, 1 

pulsos/segundo, 0,14 pulsos/segundo, 0,2 pulsos/segundo, 0,33 pulsos/segundo e 1 

pulso/segundo. 

Tabela 5.4- Velocidades características calculadas pelas equações 2.20 e 2.21, para o 

sistema PEG 1000-Fosfato de potássio, empH 7,3, com a linha de amarração 2 (17,7% de 

PEG e 15,7% de Sal). 

V c vd • Freqüência V o V o 
(em/mio) (em/mio) - de pulsação Gayler Baird e Sben 

(pulsos/s) (eq.2.20) (eq.2.21) 
(em/mio) (em/mio) 

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 ',00 4,21 2,33 
0,97 1,18 0,15 ''.14 10,60 5,63 
0,97 1,18 0,43 i.OO 7,80 5,89 
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Com o uso da equação 2.20, proposta por Gayler et a! (1953), observou-se (figura 

5.9) que para a vazão total das fàses mais baixa (4,7 mL/min) e a vazão das fases mais alta 

(1 0,9 mL/min) usadas nos experimentos, ocorre um decréscimo da velocidade caracteristica 

com o aumento da freqüência de pulsação, para valores da freqüência de pulsação superiores 

a 0,10 pulsos/segundo. Este era o comportamento esperado. Para o valor intermediário da 

vazão total (6,5 mL/min) não foi observada uma dependência linearmente direta entre a 

velocidade característica e a freqüência de pulsação (intensidade da pulsação), usando-se a 

equação 2.20. Pode-se considerar que a variação entre os valores da velocidade 

característica é muito pequena nas vazões intermediárias (6,5 mL/min), onde a velocidade 

característica calculada pela equação 2.20 variou entre 4,25 cm/min e 4,75 cm/min para 

freqüências de pulsação superiores a 0,14 pulsos/segundo. Assim, é possível considerar que 

a velocidade caracteristica das fases foi aproximadamente constante. Os valores da 

velocidade característica variaram pouco mas aleatoriamente, neste caso. 

Segundo Kung e Beckman (1961), não há uma dependência entre a velocidade 

característica e a intensidade da agitação, a baixas velocidades de rotação em colunas 

rotativas. Isso é verificado nas figuras 5.9 e 5.10, onde a freqüências de pulsação mais 

baixas (abaixo de 0,20 pulsos/segundo), não fui observada uma dependência entre a 

velocidade característica e a freqüência de pulsação. Os valores variaram aleatoriamente, na 

maioria dos casos. Nos sistemas de duas fases aquosas, a baixa tensão interfàcial, faz com 

que as gotas sejam pequenas, mesmo a baixas velocidades de agitação (baixa freqüência de 

pulsação), diminuindo a velocidade característica mesmo a baixas intensidades de agitação. 

Com relação à vazão total das fàses, observou-se que os menores valores da 

velocidade característica foram obtidos com a vazão de 6,5 mL/min e os maiores valores 

com a vazão total de 10,9 mL/min, embora os valores obtidos com as vazões de 4, 7 mL/min 

e 6,5 mL/min sejam próximos. Os maiores valores da velocidade característica com a vazão 

total mais alta, ocorreram porque sendo as vazões mais elevadas, as velocidades com que as 

fases passaram pela coluna foram maiores do que a vazões mais baixas. 

Os fàtores que justificam o comportamento da velocidade característica obtida pela 

equação proposta por Gayler et al (1953) são: 
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• Essa equação correlaciona satisfatoriamente a velocidade característica para valores 

da fração de retenção da fàse dispersa menores que 0,2. 

• As propriedades fisicas dos sistemas bifiísicos aquosos, como a baixa tensão 

interfucial e alta viscosidade da fàse dispersa, são diferentes das propriedades dos sistemas 

para os quais a equação foi desenvolvida. 

• O uso de campânulas para promover a agitação. 
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Figura 5.9 - Influência da freqüência de pulsação e da vazão total das fases na 

velocidade característica calculada pela equação proposta por Gayler et al (1953). 
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Usando-se a equação 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 característica diminuiu com o aumento da freqüência de pulsação, embora esta 

variação tenha sido pequena. As propriedades fisicas dos sistemas de duas fases aquosas, 

como a baixa tensão interfacial, fàzem com que as gotas sejam pequenas, mesmo a baixas 

velocidades de agitação, diminuindo a velocidade caracteristica 
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Figura 5 .I O - Influência da freqüência de pulsação na velocidade característica 

calculada pela equação proposta por Baird e Shen (1984), para o sistema PEG 1000-Fosfato 

de potássio, empH 7,3 e com a linha de amarração 2 (17,7% de PEG e 15,7% de Sal). 
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Nos experimentos com as vazões mais elevadas (10,9 mL/rnín), um comportamento 

inverso foi observado, usando-se a equação 2.21 proposta por Baird e Shen. Isto é, ocorreu 

um pequeno aumento da velocidade característica com o aumento da freqüência de 

pulsação. Porém a variação entre as velocidades foi muito pequena (5,63 mL/rnín e 5,89 

mL/rnín), podendo-se considerar que a velocidade permaneceu praticamente constante. 

Contudo, não se pode afirmar que estas equações sejam válidas para calcular a 

velocidade característica em colunas com campânulas pulsantes e sistemas de duas fases 

aquosas, já que estas foram desenvolvidas para sistemas aquoso/orgânico e outros tipos de 

equipamentos. Pode-se notar que os valores da velocidade característica obtidos pelas duas 

equações para um mesmo experimento foram bastante diferentes. 

Observando-se os resultados obtidos e as condições em que as equações foram 

desenvolvidas, porque a tendência de comportamento observada na figura 5.10 foi mais 

próxima ao que era esperado. Portanto, pode-se concluir que a equação proposta por Baird 

e Shen é mais adequada ao caso estudado. Mesmo assim, ela deve ser usada com certas 

restrições. Pode-se considerar que, qualitativamente, essa equação pode ser usada para 

predizer o comportamento do sistema, porém quantitativamente, os resultados obtidos não 

são totalmente confiáveis. 

Tentando-se ajustar os valores da velocidade característica obtidos com as equações 

2.20 e 2.21 a urna reta, não obteve-se urna boa correlação linear entre X e Y, como pode ser 

visto nas figuras 5.11 e 5.12. Góis (1995) usou este método para testar a validade das 

equações propostas para o sistema estudado. Segundo o autor, se o gráfico obtido da 

maneira anteriormente descrita for urna reta, a equação proposta é adequada para o ajuste 

dos dados. 

O fato da relação entre X e Y não ser linear como é visto nas figuras 5.11 e 5.12, pode 

mostrar que estas equações provavelmente não são válidas para os dados obtidos neste 

equipamento e para as condições de operação empregadas. 
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Figura 5.11 - Regressão linear dos resultados obtidos nos experimentos sendo X e Y 

obtidos pela equação proposta por Gayler et al (1953), para o sistema PEG 1000-Fosfato de 

potássio, empH 7,3 e coma linha de amarração 2 (17,7% de PEG e 15,7% de Sal). 

Segundo Baird e Shen (1984), a velocidade característica é uma grandeza que depende 

do diâmetro das gotas e das propriedades fisicas do sistema líquido utilizado. Desta forma, 

pode-se interpretar o comportamento não linear em termos da influência da coalescência das 

gotas e do arraste da fase dispersa que devem ter ocorrido no interior da coluna. 

Aplicando-se uma regressão linear a todos os dados experimentais, pode-se obter um 

valor médio para a velocidade característica, levando-se em conta todos os experimentos 

realizados. Este procedimento foi usado por Góis (1995). Os resultados deste procedimento 

encontram-se na tabela 5.5. A equação que melhor ajusta estes pontos a uma reta é: 
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Y=2,34X+l,25 (5.5) 

com coeficiente de correlação igual a 0,55, o que mostra que a correlação não é 

satisfatória Este resultado é obtido com o uso da equação de Baird e Shen (1984). Assim, a 

velocidade característica média é o coeficiente de X, que é o coeficiente angular ou seja, a 

inclinação da reta. X e Y são XB e Y B apresentados a seguir. 
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Figura 5.12- Regressão linear dos resultados obtidos nos experimentos sendo X e Y 

obtidos pela equação proposta por Baird e Shen (1984), para o sistema PEG 1000-Fosfato 

de potássio, empH 7,3 e coma linha de amarração 2 (17,7% de PEG e 15,7% de Sal). 
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É importante salientar que o tratamento da velocidade relativa e da velocidade 

caracteóstica envolve equações de modelagem propostas para outros sistemas líquidos, sob 

diferentes condições expeómentais e em equipamentos diferentes. Portanto, a validade 

destas equações para as condições experimentais nas quais são obtidos os resultados deste 

trabalho não é assegurada e deve ser verificada. 

Tabela 5.5- Cálculo da velocidade caracteristica média . 

. Xoavler 
.. 

Yoay~er XBainle Shen Y Baird e Sben 

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 4,26 1,86 4,26 
0,91 6,12 2,03 6,12 
0,88 4,72 I 78 4,72 
0,88 4,72 1,78 4,72 
0,83 3,49 1,50 3,49 
0,57 4,45 0,76 4,45 
0,85 9,01 1,60 9,01 

Y = 8,23 X - 1,88 Y = 2,34 X + 1,25 
R2 = O 50 

' 
R2 = O 55 

' 
Onde: 

5.3.1.3. Inundação 

Como já foi apresentado no Capítulo 2, < 'nundação ocorre quando as condições de 

operação da coluna fazem com que seja in · ·ossível para as correntes escoarem 

contracorrentemente e uma fase se dispersar na OL a. Nesta situação, as correntes entram e 

saem da coluna por uma mesma extremidade. 
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Sabe-se que existem limitações no que diz respeito às vazões das fases que são 

alimentadas na coluna, pois, nas operações em contra-corrente, o escoamento de uma fase 

pode impor certa restrição ao escoamento da outra. O limite desta restrição seria a 

inundação total do equipamento. 

Assim, um fàtor que pode causar a inundação é o uso de razão entre as vazões ou 

vazões totais inadequadas. Isso fàz com que a fase contínua rejeite a fase que deve ser 

dispersa e, por sua vez, esta não consiga se dispersar e misturar-se à outra fase, fàzendo com 

que as fases não entrem em contato e saiam pela mesma extremidade em que entraram na 

coluna. 

Góis (1995) apresentou um método para a predição da fração de retenção da fàse 

dispersa no limiar da ínundação, que não mostrou-se válido para os casos estudados no 

presente trabalho. Este método fàz uso da velocidade característica média e da condição 

proposta por Thornton (1957). 

De acordo com este método, a fração de retenção da fase dispersa no limiar da 

inundação foi de aproximadamente 0,25. Porém, valores da fração de retenção da fase 

dispersa bem superiores a este foram obtidos, sem que ocorresse a inundação. 

Como já foi visto anteriormente, valores da fração de retenção da fase dispersa 

superiores a 0,40 foram obtidos. Isto pode ter ocorrido porque a regressão linear dos dados 

resultou em uma reta com baixo coeficiente de determinação (R2 = 0,55), o que significa que 

o ajuste dos pontos a uma reta não é muito satisfatório, como pode ser visto nas figuras 5.11 

e 5.12. Isto faz com que o valor da velocidade característica média não seja preciso. 

De acordo com este método, o único fàtor que influencia o valor da fração de 

retenção da fase dispersa no limiar da inundação é a razão entre as vazões das fases. Este 

parâmetro é muito importante, contudo outros fàtores também importantes não são 

considerados. Entre eles pode-se citar: a freqüência de pulsação (ou energia introduzida ao 

sistema) e a vazão total das fases que entram na coluna. A influência destes fàtores poderia 

estar incluida no valor da velocidade característica, contudo devido ao uso da velocidade 

característica média, esta influência é considerada a mesma para todos os casos estudados, o 
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que nem sempre é correto. Além disso, o valor da velocidade característica médio calculado 

não tem precisão assegurada 

A equação usada para o cálculo da velocidade característica foi desenvolvida e testada 

para sistemas bifásicos aquoso/orgânico, que possuem propriedades fisicas muito diferentes 

dos sistemas de duas fases aquosas usados neste trabalho. Além disso, a geometria do 

sistema de agitação das colunas, para as quais esta equação foi desenvolvida, é bastante 

diferente da geometria do sistema de agitação com campânulas, o que pode causar erros nos 

valores preditos. 

Esses fatores podem tornar os valores da fração de retenção da fase dispersa preditos 

para a condição de inundação imprecisos. 

Experimentalmente, as condições de inundação não foram atingidas. Quando a 

inundação é atingida, toda a fase leve sai da coluna pelo fundo e a fase pesada pelo topo. 

Além disso, ocorre uma queda brusca na transferência de massa. 

5.3.2. Transferência de Massa 

Neste item, são apresentados os resultados referentes à transferência de massa, obtidos 

no estudo da extração continua de citocromo b5 e da ascorbato oxidase, a partir de seus 

extratos brutos, na micro-coluna de campânulas pulsantes, usando-se sistemas de duas fases 

aquosas formados por PEG-Sal (Fosfatos de potássio). 

Todos os experimentos foram realizados com extratos brutos das proteínas de 

interesse, o citocromo bS e a enzima ascorbato oxidase. Um estudo detalhado do 

comportamento da extração na micro-coluna de campânulas pulsantes foi realizado através 

da análise da extração de citocromo b5. A partir dos resultados obtidos, encontrou-se a 

melhor condição de operação da micro-coluna, a qual permite a obtenção dos melhores 

resultados para a extração. 

Posteriormente, usou-se esta condição encontrada, para avaliar a extração de 

citocromo b5 e de ascorbato oxidase em sistemas aquosos bifásicos formados com PEG 
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1500. Nestes úhimos estudos, analisou-se, além da proteína de interesse, o fator de 

purificação e a recuperação total das proteinas de interesse e de proteína total. 

Os dados relativos à transferência de massa foram obtidos através de medidas da 

atividade enzimática e da concentração de proteinas nas correntes de entrada e saída da 

micro-coluna. Os resultados experimentais foram analisados com base no Índice de 

Recuperação do Soluto, proposto por Kawase (1990) e calculado pela equação 2.6, a 

Eficiência de Separação, E*, calculada pela equação 2. 7 e o Coeficiente de Transferência de 

Massa, k.!a, calculado pela equação 2.5. 

A maioria dos trabalhos que apresentam estudos da transferência de massa em colunas 

pulsadas, referem-se a colunas de fluxo pulsado e com sistemas aquoso-orgânico. Poucos 

trabalhos sobre transferência de massa em colunas com pratos pulsantes e nenhum trabalho 

sobre o uso de sistemas aquosos bifásicos em colunas pulsadas foram encontrados. 

Os modelos de representação da eficiência de separação, que foram usados neste 

trabalho, foram escolhidos por serem simples e úteis para a avaliação e comparação 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-orgânico convencionais, empregados na engenharia quúnica, em processos 

de extração líquido-líquido clássicos. Apenas a diferença entre as massas específicas das 

duas fases está dentro dos limites considerados adequados à utilização em processos de 

extração líquido-líquido. Apesar disso, estes sistemas têm sido aplicados com sucesso em 

processos de extração líquido-líquido em larga escala (Hustedt et al, 1985). 

As extrações de poucas proteinas foram testadas em colunas de extração líquido

líquido que operam em continuo, usando-se sistemas de duas fases aquosas. A maioria dos 

trabalhos encontrados refere-se ao uso de colunas "spray'' e York-Scheibel, operando de 

modo semi-contínuo e colunas de discos rotativos, operando de modo contínuo. 
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Nos experimentos, a proteína total, a atividade enzimática e a quantidade de 

citocromo b5 foram determinadas em ambas as fases, durante a extração. Essa determinação 

foi realizada através dos métodos analíticos descritos no Capítulo 4. 

Nestes experimentos foram avaliados o Índice de Recuperação do Soluto, o 

Coeficiente de Transferência de Massa e a Eficiência de Separação. Para os casos de 

sistemas formados com o PEG 1500, o rendimento em proteína total, a recuperação da 

atividade enzimática e o futor de purificação foram também analisados. 

Os sistemas de duas fuses aquosas PEG-Fosfutos de potássio utilizados nas extrações 

em contínuo foram selecionados previamente nas extrações em descontínuo, para cada 

proteína. A seguir, os resultados são apresentados em dois itens: extração de citocromo b5 e 

extração de ascorbato oxidase. 

5.3.2.1. Extração Contínua de Citocromo b5 na Micro-Coluna de Campânulas 

Pulsantes 

O estudo da extração de citocromo b5 foi rt>JJlizada a fim de analisar o comportamento 

da extração liquido-liquido durante o tempo de operação da micro-coluna. Com base nos 

resultados obtidos, encontrou-se as melhores condições de operação da micro-coluna. Estes 

experimentos foram realizados usando-se o sistema de duas fases aquosas escolhido nos 

experimentos de extração em descontínuo. Posteriormente, usou-se a melhor condição de 

operação obtida nestes experimentos para analisar a extração de citocromo b5 na micro

coluna desenvolvida neste trabalho, usando-se o sistema de duas fases aquosas formado por 

PEG 1500-Fosfutos de potássio. Nestes experimentos, avaliou-se, além da extração de 

citocromo b5, a transferência de proteína total, o futor de purificação e a percentagem de 

recuperação global de citocromo b5 e de proteína total. 

A extração de citocromo b5 foi realizada utilizando o sistema constituído de 17,7 % 

(p/p) de PEG 1000 e 15,7% (p/p) de Fosfuto de potássio, com pH 7,3. O extrato bruto da 

proteína foi diluído na fuse rica em PEG e, assim, a transferência 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 transferência de 

citocromo b5, durante o tempo de operação da micro-coluna. 
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Figura 5.13 - Comportamento da extração de citocromo b5 nas fases rica em PEG 

1000 e rica em sal durante o tempo de operação da micro-coluna. Condições de operação 

usadas: vazão total das fases - 4, 7 mL/min e freqüência de pulsação - O, 14 pulsos/segundo. 

Nas figuras acima citadas, é nítido o aumento da concentração de citocromo b5 na 

fase rica em sal e a diminuição da concentração de citocromo b5 na fase rica em PEG. Pode

se verificar que a micro-coluna tem uma operação estável. Foram observadas a ocorrência 

de pequenas oscilações em algumas medidas da concentração de citocromo b5, contudo 

essas oscilações podem ser consideradas normais e não interferiram no comportamento da 

extração de citocromo b5 na micro-coluna. O fato da extração ser realizada a partir de 

extratos brutos pode ser responsável por estas oscilações observadas, já que as impurezas e 
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outras proteínas que estão presentes no extrato podem ínterferir na transferência de 

citocromo b5, mesmo que em pequena intensidade. Além disso, pequenos erros 

experimentais podem ser responsáveis por estas oscilações. 

Assim, verificou-se uma tendência 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 é 

mais intenso nos primeiros minutos de operação da micro-coluna, na maioria dos casos. 

5.00 

~ l 
~ 11 

0.0 4.00 s ·--j 
i .._, 

V) 
~ ,.0 

o J 
s ~r 

o 3.00 --1 ..... 
I (.) 

o 
! .... ·- 1 u 

2.00 ~ 
<l) 

"O 
o 

lct! 
o- I 
ct! I ..... .... 
;::: 
<l) 
(.) 1.00 -1 ;::: ' o 

~ u 
I 

0.00 
I 

o 

* 

e 

Fase Leve (rica em PEG) 

8 Fase Pesada (rica em sal) 

* 71E 
:;-r:: 

* 
* 

«! 

• 
e 

* 

* 

20 40 60 

Tempo de Operação da Micro-Coluna (min) 

• J 
T 
I 

I 

Figura 5.14 - Comportamento da extração de citocromo b5 nas fases rica em PEG 

1000 e rica em sal durante o tempo de operação da micro-coluna. Condições de operação 

usadas: vazão total das fases - 4, 7 mL/min e freqüência de pulsação - 0,2 pulsos/segundo. 
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Notou-se, após terminada a operação da micro-coluna, a formação de uma pequena 

quantidade de precipitado na interface entre as fases, sendo que este precipitado pode ser 

considerado desprezível em todos os experimentos de extração de citocromo b5 realizados. 
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Figura 5.15 - Comportamento da extração de citocromo b5 nas fases rica em PEG 

1000 e rica em sal durante o tempo de operação da micro-coluna. Condições de operação 

usadas: vazão total das fases- 4,7 mL/min e freqüência de pulsação- 1 pulso/segundo. 

De acordo com os resultados apresentados, pode ser verificada uma tendência de que 

com aproximadamente 30 minutos de operação, quando altas freqüências de pulsação (1 

pulso/segundo) são empregadas, o estado estacionário seja atingido, apesar de que 

pequenas variações na concentração tenham ocorrido durante os 70 minutos de operação da 

micro-coluna, na maioria dos casos estudados. 
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5.3.2.1.1. Influência da Freqüência de Pulsação no Índice de Recuperação do 

Soluto (I,) 

Os dados referentes ao Índice de Recuperação do Soluto foram calculados a partir dos 

valores da concentração de citocromo b5 nas correntes de entrada e de saída da fase rica em 

PEG, no estado estacionário. Nos casos em que ocorreram pequenas oscilações nas 

concentrações medidas, considerou-se como concentração de saída no estado estacionário, a 

média entre os valores da concentração de citocromo b5 a partir do ponto em que pode-se 

considerar que o estado estacionário tenha sido atingido. As oscilações nas medidas da 

concentração ocorreram, provavelmente, devido a pequenos erros experimentais. 

O comportamento do Índice de Recuperação do Soluto (I,) em relação à variação da 

freqüência de pulsação pode ser observado na figura 5.16. 

0,1 0,14 0,2 0,33 1 

Frequência de Pulsação (pulsos/segundo) 

Figura 5.16 - Influência da freqüência de pulsação e da vazão total das fases no Índice 

de Recuperação do Soluto, no estado estacionário. 
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Observando-se os resultados obtidos, verificou-se primeiramente, uma tendência de 

aumento da extração, representado pelo aumento do Índice de Recuperação do Soluto, com 

o aumento da freqüência de pulsação, na maioria dos casos estudados. 

Esta tendência pode ser explicada porque com freqüências de pulsação mais elevadas, 

deve ocorrer uma maior quebra das gotas, fazendo com que estas tomem-se menores e mais 

numerosas no sistema. Isso faz com que o transporte de soluto, no caso o citocromo b5, 

entre as duas fases seja mais fácil, principalmente devido ao aumento da área interfacial de 

contato entre as fases. 

O aumento da freqüência de pulsação proporciona uma maior agitação e maior 

mistura entre as fases, além de aumentar a turbulência no interior da micro-coluna. Estes 

fatores favorecem a transferência de massa e fazem com que o Índice de Recuperação do 

Soluto aumente. 

Embora experimentalmente tenha sido observado um pequeno arraste da fase dispersa 

pela fase continua, a freqüências de pulsação elevadas, este arraste não influenciou o 

comportamento da extração, ou seja, do Índice de Recuperação do Soluto. 

A velocidade de pulsação está relacionada à intensidade de formação da dispersão de 

gotas que é gerada quando o líquido atravessa os orificios das campânulas. Assim, quanto 

maior for a velocidade de pulsação, mais intensa é a formação desta dispersão. A velocidade 

de pulsação, A . f, é o principal responsável pelo mecanismo de mistura no interior dos 

estágios da coluna. 

Observa-se na figura 5.16, que o Índice de Recuperação do Soluto aumenta com o 

aumento da freqüência de pulsação para todas as vazões total das fases estudadas. 

No caso da variação da freqüência de pulsação de 0,10 pulsos/segundo para 0,14 

pulsos/segundo e vazão total das fases de 6,5 mL/min, notou-se uma diminuição do Índice 

de Recuperação do Soluto. Contudo, a partir desta freqüência de pulsação, o sistema 

comportou-se da maneira esperada, ou seja, aumentando-se a freqüência de pulsação, ocorre 

o aumento do Índice de Recuperação do Soluto. Esta é a única exceção, relacionada ao 
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comportamento do Índice de Recuperação do Soluto, observada nos resultados 

experimentais. Os demais resultados comportaram-se da maneira esperada 

A operação do equipamento mostrou-se estável, já que ocorre o aumento da extração 

com o aumento da freqüência de pulsação, 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 à agitação se processar na direção vertical, que é 

a direção de escoamento das fases, e também devido à geometria dos dispositivos de 

agitação, foi aparentemente confirmada. Isto foi verificado pelos altos mdices de extração 

obtidos. 

5.3.2.1.2. Influência da Vazão Total das Fases no Índice de Recuperação do 

Soluto 

Experimentalmente, observou-se um aumento do arraste da fase dispersa pela fase 

contmua, a freqüências de pulsação e vazão total das fases mais elevadas. Contudo, este 

arraste não influenciou o comportamento do sistema. Deve-se ressaltar que mesmo a 

freqüências de pulsação e vazões total das fases maiores, o arraste foi pequeno, embora 

tenha sido maior do que a freqüências de pulsação e vazões total das fases menores. 

O arraste foi maior a freqüências de pulsação e vazões total das fases elevadas porque 

o aumento da freqüência de pulsação faz com que as gotas da fase dispersa se quebrem e 

quanto maior a freqüência de pulsação, menor é o tamanho das gotas e maior é o número 

delas. As gotas menores da fase dispersa são mais fàcilmente arrastadas pela fase contmua. 

As maiores vazões total das fases fazem com que essas gotas pequenas sejam amda mais 

fàcilmente arrastadas. 

Nos equipamentos de contato contmuo agitados, em geral, a mistura é resultante, do 

efeito da agitação imposta ao fluido. Esta agitação é obtida tanto através de agentes 

externos, como por exemplo os agitadores, como também pela própria movimentação das 

correntes em escoamento. 
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O comportamento do sistema em relação à vazão total das fases pode ser observado 

na figura 5.16. 

Observou-se nos resultados obtidos, uma tendência de aumento da extração, ou seja, 

aumento do Índice de Recuperação do Soluto com o aumento da vazão total das fàses. O 

aumento da turbulência causada pela elevação da velocidade superficial de escoamento deve 

proporcionar melhores índices de mistura das fàses. Isso fuz com que ocorra o aumento do 

Índice de Recuperação do Soluto, já que aumenta a extração. 

A agitação decorrente do escoamento das correntes no ínterior da micro-coluna está 

associada à vazão total de alimentação das fàses na coluna, o que torna este parâmetro, 

teoricamente, de grande importância no comportamento e desempenho do equipamento. 

O erro padrão nas medidas do Índice de Recuperação do Soluto é de 

aproximadamente 7,8 %. 

Deve-se ressaltar que este erro corresponde, na maioria dos casos, a medidas de massa 

de proteínas inferiores a 1 mg. 

Na figura 5.16, pode ser observado que a diferença entre os valores do Índice de 

Recuperação do So1uto, variando-se a vazão total das fàses, foi pequena. Isso pode ser visto 

na tabela 5.6. 

Tabela 5.6 - Variação do Índice de Recuperação do So1uto com a vazão total das 

fases. 

Freqüência Vazão Total lndice de Freqüência Vazão Total Indice de 
de Pulsação das Fases Recuperação de Pulsação das Fases Recuperação 
(pnlsoslsegundo) (mUmin) do Soluto (pnlsos/segundo) (mUmin) 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 freqüências de pulsação, o aumento da vazão total das 

fàses provoca um aumento do Índice de Recuperação do Soluto, porém este aumento foi 
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pequeno. Com freqüências de pulsação elevadas, notou-se que o Índice de Recuperação do 

Soluto era independente da vazão total das fuses, como pode ser observado na tabela 5.6 e 

na figura 5.16. Talvez isso tenha ocorrido porque com altas freqüências de pulsação, as 

gotas sejam muito pequenas e mais facilmente arrastadas pela fuse contínua, com altas 

vazões total das fuses. Assim, o arraste é maior nestas condições do que com vazões total 

das fuses menores. Este arraste pode fazer com que o Índice de Recuperação do Soluto seja 

aparentemente independente da vazão total das fases, a freqüências de pulsação elevadas, ou 

mesmo, ter provocado uma pequena diminuição do Índice de Recuperação do Soluto. 

Desta análise pode-se concluir que a vazão total das fuses influenciou o Índice de 

Recuperação do Soluto, contudo esta influência foi muito pequena se comparada à 

influência da freqüência de pulsação. 

Nos casos em que a freqüência de pulsação é baixa (entre 0,10 pulsos/segundo e 0,20 

pulsos/segundo) a influência da vazão total das fuses no Índice de Recuperação do Soluto 

foi pequena, porém mais significativa do que a altas freqüências de pulsação (1 

pulso/segundo), podendo-se considerar que o Índice de Recuperação do Soluto tenha sido 

independente da vazão total das fuses. Com a freqüência de pulsação de 0,33 

pulsos/segundo, observou-se um maior aumento do Índice de Recuperação do Soluto com o 

aumento da vazão total das fuses. Talvez este comportamento tenha ocorrido devido ao 

efeito da interação entre a vazão total das fases e a freqüência de pulsação. 

Em resumo, pode-se concluir que o efeito da vazão total das fases no Índice de 

Recuperação do Soluto foi muito pequeno. Pode-se considerar que, a freqüências de 

pulsação elevadas, o Índice de Recuperação do Soluto tenha sido independente da vazão 

total das fases. 

5.3.2.1.3. Influência da Freqüência de Pulsação na Eficiência de Separação 

A Eficiência de Separação é uma medida de quanto o sistema se aproxima do 

equihbrio. Para o cálculo da eficiência, nsou-se a equação 2.7. Espera-se que o aumento da 

freqüência de pulsação produza maiores valores da Eficiência de Separação. Neste caso, a 
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Eficiência de Separação é uma comparação entre as extrações em contínuo e em 

descontínuo. 

O comportamento da Eficiência de Separação em relação à freqüência de pulsação 

pode ser observado na figura 5.I7. Pode ser verificado que o comportamento da Eficiência 

de Separação foi muito semelhante ao comportamento do Índice de Recuperação do Soluto. 

Na tabela 5.7, encontram-se alguns exemplos dos valores da Eficiência de Separação 

obtidos experimentalmente. 

A partir da figura 5.I7, constatou-se que a Eficiência de Separação awnentou com o 

awnento da freqüência de pulsação, chegando a valores em tomo de I 00%. Em alguns 

casos, valores da Eficiência de Separação superiores a 100% foram obtidos. Observou-se 

que com freqüências de pulsação de 1 pulso/segundo, independente da vazão total das fàses 

usada, valores da Eficiência de Separação em tomo de 100% foram obtidos. Verificou-se 

que o erro padrão médio dos valores da Eficiência de Separação obtidos experimentalmente 

foi de aproximadam~nte I0,9 %. 

Assim, pode-se concluir que para altas freqüências de pulsação, a Eficiência de 

Separação e o Índice de Recuperação do Soluto são independentes da vazão total das fàses. 

Portanto, é melhor trabalhar com baixas vazões. 

Tabela 5. 7- Variação da Eficiência de Separação com a vazão total das fases. 

Freqüência Vazão Total Eficiência de Freqüência Vazão Total Eficiência de 
de Pulsação das Fases Separação de Pulsação das Fases Separação 

(pulsos/segundo) (mUmin) (%) (pulsos/segundo) (mUmin) -(%) 

O,I4 4,7 38,7 1 4,7 I13,4 
O,I4 6,5 48,2 I 6,5 89,8 
0,14 I0,9 5I,9 I I0,9 I03,5 

Observou-se uma tendência de awnento da extração, ou seja, da Eficiência de 

Separação com o awnento da freqüência de pulsação para as vazões total das fases 

estudadas. Esta tendência foi observada porque com freqüências 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 

área interfucial de contato entre elas. O aumento da freqüência de pulsação aumenta a 

agitação das fases no interior da micro-coluna e conseqüentemente a mistura entre elas. Isso 

fuvorece a transferência de massa e :fuz com que o sistema se aproxime mais ainda do 

equihbrio. Com um maior contato entre as fases, certamente maiores valores para a 

Eficiência de Separação devem ser obtidos. A exceção a este comportamento foi observada, 

como no estudo do Índice de Recuperação do Soluto, para a vazão total das fuses de 6,5 

mL/min e entre as freqüências de pulsação de O, 1 O pulsos/segundo e O, 14 pulsos/segundo. 

Embora experimentalmente tenha sido observado o arraste da fase dispersa pela fuse 

contínua, a freqüências de pulsação e vazões total das fases elevadas, este arraste foi 

pequeno e não influenciou o comportamento da Eficiência de Separação. 

Teoricamente, associa-se a fração de retenção da fuse dispersa à Eficiência de 

Separação. Contudo, na série de experimentos com vazão total das fases de 6,5 mL/min, de 

acordo com os resultados experimentais obtidos, observou-se que a Eficiência de Separação 

aumentou com o aumento da freqüência de pulsação, porém na análise da fração de retenção 

da fase dispersa (figura 5.5), observou-se a presença de um ponto de máximo. A fração de 

retenção da fase dispersa aumentava até a freqüência de pulsação de 0,2 pulsos/segundo, a 

partir dessa freqüência de pulsação, ocorreu um decréscimo da fração de retenção da fase 

dispersa com o aumento da freqüência de pulsação, provavelmente devido ao arraste da fase 

dispersa pela fase continua. Contudo, esta diminuição da fração de retenção da fuse dispersa 

não causou a diminuição da Eficiência de Separação e portanto, não influenciou o 

comportamento desta grandeza. Provavelmente isto ocorreu porque, mesmo havendo o 

arraste da fase dispersa pela fase continua, o tempo e a área de contato entre as fases, além 

do número de gotas presentes durante o processo de extração :fuzem com que elevadas taxas 

de transferência de massa alcançadas. 
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Figura 5.17 - Influência da freqüência de pulsação e da vazão total das fases na 

Eficiência de Separação. 

Assim, de acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que o sistema alcançou o 

equihbrio, ou pelo menos aproximou-se dele, quando a freqüência de pulsação de 1 

pulso/segundo foi usada, independentemente da vazão total das fases. Pode-se chegar a esta 

conclusão porque os valores da Eficiência de Separação nestes casos foram próximos, ou 

superiores, a 100%. 

Pode-se também concluir que a micro-coluna teve urna operação estável, onde o 

comportamento esperado, o aumento da Eficiência de Separação com o aumento da 

freqüência de pulsação, foi observado. 

Esta micro-coluna apresentou um excelente desempenho na extração de citocromo b5 

com o sistema de duas fuses aquosas usado nos experimentos. 
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5.3.2.1.4. Influência da Vazão Total das Fases na Eficiência de Separação 

O comportamento da Eficiência de Separação em relação à vazão total das fases é 

observado na figura 5.17. Observou-se que o comportamento da Eficiência de Separação em 

relação à vazão total das fases foi muito semelhante ao comportamento do Índice de 

Recuperação do Soluto. 

Observou-se na figura 5.17 e na tabela 5.7, que a Eficiência de Separação aumentou 

com o aumento da vazão total das fases. 

Espera-se que ocorra um aumento da Eficiência de Separação com o aumento da 

vazão total das fases. Como já foi comentado anteriormente, isto ocorre porque com o 

aumento da vazão total das fases, aumenta a agitação imposta ao sistema. O aumento da 

vazão total das fases também provoca o aumento da turbulência causada pela elevação da 

velocidade superficial do escoamento, o que proporciona melhores mdices de mistura das 

fàses. 

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que ocorreu um aumento da 

Eficiência de Separação com o aumento da vazão total das fases. Contudo, a influência da 

vazão total das fàses na Eficiência de Separação foi pequena. 

Com freqüências de pulsação elevadas, verificou-se que a Eficiência de Separação era 

mdependente da vazão total das fases, como pode ser observado na tabela 5.7 e na figura 

5.17. 

Assim, pode-se concluit que a vazão total das fases influenciou a Eficiência de 

Separação, contudo esta influência foi muito pequena, prmcipalmente se comparada à 

influência da freqüência de pulsação. 

Porto (1998) observou que para a maioria dos sistemas analisados, a Eficiência de 

Separação foi praticamente mdependente da vazão total das fàses, no estudo da extração de 

BSA (bovfue serum alburnÚl) em urna coluna de discos perfurados rotativos (PRDC) com 

sistemas de duas fases aquosas PEG-Fosfatos de potássio. 
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Como já foi comentado anteriormente para o Índice de Recuperação do Soluto, com 

freqüências de pulsação baixas (entre O, 1 O pulsos/segundo e 0,20 pulsos/segundo), a 

influência da vazão total das fases na Eficiência de Separação foi pequena, porém mais 

significativa do que a altas freqüências de pulsação (1 pulso/segundo), onde pode-se 

considerar que a Eficiência de Separação era independente da vazão total das fases. Com a 

freqüência de pulsação de 0,33 pulsos/segundo, observou-se uma maior influência da vazão 

total das fases na Eficiência de Separação. Assim, com a freqüência de pulsação de 0,33 

pulsos/segundo, verificou-se um maior aumento da Eficiência de Separação com o aumento 

da vazão total das fases do que a freqüências pulsação mais baixas. Provavelmente, este 

comportamento tenha ocorrido devido ao efeito da interação entre a vazão total das fases e 

a freqüência de pulsação. 

De acordo com esta análise, pode-se concluir que a freqüência de pulsação exerceu 

uma influência bem maior no comportamento da Eficiência de Separação do que a vazão 

total das fases. A vazão total das fases exerceu uma influência muito pequena no 

comportamento da Eficiência de Separação. 

5.3.2.1.5. Influência da Freqüência de Pulsação no Coeficiente de Transferência 

de Massa (k.Ja) 

O comportamento do Coeficiente de Transferência de Massa em função da freqüência 

de pulsação pode ser observado na figura 5.18. 

Observou-se um aumento no Coeficiente de Transferência de Massa com o aumento 

da freqüência de pulsação. Isto ocorreu porque o aumento da freqüência de pulsação 

melhora a mistura entre as fases, diminui o tamanho médio das gotas da fase dispersa, 

aumenta o número de gotas e com isso, aumenta a área de contato interfacial entre as fases. 

Devido a esses fatores, ocorre um aumento da taxa de transferência de massa, já que esta é 

diretamente proporcional à área de contato interfacial. 

Novamente, uma exceção a este comportamento foi verificada com a vazão total das 

fases de 6,5 mL/min e com freqüências de pulsação variando de 0,10 pulsos/segundo a 0,14 

pulsos/segundo. Nesta situação, observou-se uma diminuição no Coeficiente de 
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Transferência de Massa com o aumento da freqüência de pulsação. Este comportamento já 

foi comentado nas análises anteriores. 
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Figura 5.18 - Influência da freqüência de pulsação e da vazão total das fases no 

Coeficiente de Transferência de Massa. 

Nos trabalhos de Jafarabad et a! (1992 a e b) e Pawar et a! (1997), o mesmo 

comportamento foi observado, ou seja, o aumento do Coeficiente de Transferência de Massa 

com o aumento da velocidade de agitação na coluna e com o aumento da velocidade 

superficial da fuse dispersa. 

Os valores do Coeficiente de Transferência de Massa obtidos no presente trabalho, 

foram da mesma ordem de grandeza dos obtidos por Porto (1998) em urna coluna de discos 

perfurados rotativos (PRDC) e maiores do que os obtidos por Jafarabad et a! (1992 a e b) e 

Pawar et ai (1997) em colunas "spray", Y ork -Scheibel e "spray" modificada. 
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5.3.2.1.6. Influência da Vazão Total das Fases no Coeficiente de Transferência de 

Massa 

O comportamento do Coeficiente de Transferência de Massa em relação à vazão total 

das fases é observado na figura 5.18. 

Observou-se um aumento do Coeficiente de Transferência de Massa com o aumento 

da vazão total das fases. 

Isto ocorre porque o aumento da vazão total das fases promove um aumento da 

mistura entre as fases e da turbulência no sistema. Estes futores aumentam a área e o tempo 

de contato entre as fases e assim, o Coeficiente de Transferência de Massa aumenta. O 

Coeficiente de Transferência de Massa é diretamente proporcional à área de contato entre as 

fases. 

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a vazão total das fases 

exerceu urna importante influência no Coeficiente de Transferência de Massa, em todas as 

freqüências de pulsação estudadas, exceto para 1 pulso/segundo e vazões total das fases de 

4,7 mL/min e 6,5 mL/min. Neste caso, os valores do Coeficiente de Transferência de Massa 

foram aproximadamente iguais. 

Os resultados obtidos por vários autores (Sawant et a1, 1990; Jafarabad et a1, 1992 a e 

b e Pawar et a1, 1997) com sistemas de duas fases aquosas mostram um aumento do 

Coeficiente de Transferência de Massa com o aumento da velocidade da fuse dispersa, já que 

o tamanho das gotas, a altas velocidades é menor e produz altas áreas de transferência de 

massa. 

Os valores obtidos por Porto (1998) na extração de citocromo b5 (0,06 min"1
) foram 

bem parecidos com os obtidos neste trabalho (0,0536 min"1
, em sistemas formados com PEG 

1000 e 0,0723 min"1
, em sistemas formados comPEG 1500). 

O erro padrão nas medidas do Coeficiente de Transferência de Massa era de 

aproximadamente 20 % das medidas. 
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5.3.2.1.7. Extração de Citocromo bS em Sistemas de Duas Fases Aquosas 

Formados com PEG 1500 

De acordo com o estudo apresentado anteriormente, as melhores condições de 

operação da micro-coluna foram: 

• Vazão Total das Fases: 4,7 mL/min (vazão total das fases baixa) 

• Freqüência de Pulsação: I pulso/segundo (freqüência de pulsação alta) 

Estas condições foram obtidas nos estudos anteriores, com a análise apenas da 

transferência de citocromo b5. 

Escolheu-se a freqüência de pulsação de 1 pulso/segundo, porque neste valor da 

freqüência de pulsação, obteve-se valores da Eficiência de Separação de aproximadamente 

100 %, independente da vazão total das fases escolhida. 

A vazão total das fases escolhida foi de 4,7 mL/min porque com esta vazão total das 

fases, o arraste foi bem pequeno. Com maiores valores da vazão total das fases, o arraste 

aumentava. O arraste não afetou o comportamento da extração por ter sido pequeno. 

Contudo, ele deve ser evitado, visando não prejudicar as etapas de purificação posteriores. 

Além disso, o arraste reduz a transferência de massa. 

Foi também observado que com estas condições de operação, obteve-se um bom 

desempenho do equipamento e uma operação estável. 

Realizou-se a extração de citocromo b5 em sistemas formados com PEG 1500, 

usando-se a melhor condição de operação da micro-coluna e com a composição do sistema 

de dnas fases aquosas escolhido nos experimentos em descontínuo. O PEG 1500 foi 

escolhido por ser um produto nacional, de preço mais acessível e que apresenta 

propriedades e comportamento de extração semelhantes aos do PEG I 000, que foi 

considerado o mais adequado à extração do citocromo b5, a partir do seu extrato bruto. 

Nestes estudos, também analisou-se a recuperação total de citocromo b5 e de proteína 

total, além do fator de purificação. 
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Também aumentou-se a concentração de extrato bruto na fase rica em PEG na entrada 

da micro-coluna, já que o extrato é diluído nesta fase. Na faixa estudada ( de 1 g/1 00 mL a 

10 g/100 mL), a concentração inícial do extrato bruto não alterou o comportamento da 

extração. 

A extração de citocromo b5 foi realizada utilizando-se um sistema de duas fases 

aquosas constituído de 16,2% (p/p) de PEG 1500 e 14,3 % (p/p) de Fosfatos de potássio, 

compH 7,3. 

O comportamento do sistema dura11te os 70 minutos de operação da micro-coluna 

pode ser observado na figura 5.19. Nesta figura, pode-se verificar o perfil da concentração 

de citocromo b5 nas fases rica em PEG e rica em sal, em relação ao tempo de operação da 

micro-coluna. 

Pode-se verificar na figura 5.19, que o sistema apresentou pequenas oscilações e que o 

estado estacionário foi alcançado aproximadamente aos 30 minutos de operação da micro

coluna. Além disso, pode ser observado que a micro-coluna teve operação estável. 

Observou-se um aumento crescente da quantidade de citocromo b5 transferida da fuse 

rica em PEG para a fase rica em sal e conseqüentemente, Ull1a diminuição na concentração 

de citocromo b5 na fase rica em PEG. Esta transferência foi mais intensa nos prin1eiros 20 

minutos de operação da micro-coluna, sendo que após este tempo, a variação foi menor. 

Ao fim da operação da micro-coluna, houve Ull1a recuperação de 55,6% de citocromo 

b5 na fuse rica em sal e 6, 7 % da proteína total na fase rica em sal. Esta recuperação é 

relativa à concentração que entra na coluna. Porém, em relação à quantidade de citocromo 

b5 que foi recuperada em ambas as fases, aproximadamente 81% do citocromo b5 

recuperado se concentrou na fase rica em sal. 

Porto (1998), em estudos em Ull1a coluna de discos perfurados rotativos, obteve 

resultados semelhantes, alcançando cerca de 78 % de recuperação de citocromo b5 na fase 

extrato. 
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Figura 5.19 - Comportamento da extração de citocromo b5 a partir do seu extrato 

bruto, durante o tempo de operação da micro-coluna. Condições de operação empregadas: 

Freqüência de Pulsação- 1 pulso/segundo e Vazão Total das Fases- 5,2 mL/min. 

Um resumo dos resultados obtidos na extração contínua do citocromo b5 a partir de 

seu extrato bruto, com sistemas de duas fases aquosas formado por PEG 1500-Fosfatos de 

potássio, na melhor condição de operação da micro-coluna de campânulas pulsantes é 

mostrado a seguir: 

• Freqüência de Pulsação: 1 pulso/segundo (freqüência de pulsação alta) 
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• Vazão Total das Fases: 5,2 mL/min (vazão total das fases obtida na posição de 

vazão baixa da bomba peristáltica) 

• Índice de Recuperação do Soluto: 81% ± 7,8% 

• Eficiência de Separação: 113,5% ± 10,9% 

• Coeficiente de Transferência de Massa: 0,0723 min-I ± 0,0132 min-I 

• Percentagem de Recuperação Total de Citocromo b5: 68,5% 

• Percentagem de Recuperação Global de Proteína Total: 40,6% 

• Fator de Purificação: 8,3 

Em comparação com os resultados obtidos na extração em descontínuo, observou-se 

na extração contínua, uma diminuição do fator de purificação e um aumento da recuperação 

de proteína total, sendo que a recuperação de citocromo b5 também foi maior. Esta 

comparação é apresentada na tabela 5.8. Assim, não há perda de citocromo b5 devido à 

agitação imposta ao sistema na micro-coluna. 

Tabela 5.8- Comparação entre a extração contínua e descontínua de citocromo b5. 

Extração Descontínua Extração Contínua 

Fator de Purificação 11,2 8,3 

Recuperação de 58,8 68,5 
citocromo b5 (o/o) 

Recuperação de Proteína 7,8 40,6 
Total (o/o) 

Percentagem de citocromo 71,4 81 
b5 na fase rica em sal (o/o) 

As grandes vantagens da operação contínua são a economia de tempo, já que o 

sistema atinge o equihbrio mais rapidamente, e a rápida separação das fases no ínterior da 
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micro-coluna. A separação das fàses ocorre devido à ação da gravidade, sem a necessidade 

do uso de centrifugas industriais. Geralmente, em operações continuas, é possível o 

processamento de um maior volume de solução, em um equipamento relativamente pequeno 

e com um tempo de operação do equipamento menor do que em outros processos. 

5.3.3. Extração de Ascorbato oxidase 

A fim de verificar se a massa molecular da proteina exerce alguma influência no 

comportamento da extração continua na micro-coluna de campânulas pulsantes, realizou-se 

a extração da ascorbato oxidase, a partir de seu extrato bruto, usando-se o sistema de duas 

fàses aquosas, cuja composição foi selecionada nos experimentos de extração descontinua e 

as melhores condições de operação da micro-coluna, obtidas no estudo da extração de 

citocromo b5. 

Para a ascorbato oxidase, o sistema de duas fàses aquosas escolhido foi 16,2% (p/p) 

de PEG 1500 e 14,3 % (p/p) de Fosfato de potássio, com pH 6,0. 

Novamente, observou-se que a operação da micro-coluna foi estável e que não houve 

perda de atividade da ascorbato oxidase, devido à utilização da micro-coluna no processo de 

extração. Isto comprovou que a agitação imposta ao sistema, através das campânulas 

pulsantes, não foi agressiva ao sistema e não ocorreu a desnaturação da enzima. 

O comportamento do sistema, durante a operação da micro-coluna, pode ser 

observado nas figuras 5.20 e 5.21. 

Nestas figuras, observa-se um aumento crescente da transferência de proteina total e 

da atividade de ascorbato oxidase da fase rica em PEG para a fàse rica em sal, durante o 

período de operação da micro-coluna. O sistema apresentou um comportamento semelhante 

ao observado na extração do citocromo b5. 
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Figura 5.20 - Comportamento da extração de ascorbato oxidase, a partir do seu 

extrato bruto, durante o tempo de operação da micro-coluna. Condições de operação 

empregadas: Freqüência de Pulsação - l pulso/segundo e Vazão Total das Fases - 5,2 

mL/min. 

Enquanto as concentrações de ascorbato oxidase e de proteína total aumentaram na 

fase rica em sal, elas diminuíram na fase rica em PEG. Observou-se que nos primeiros 30 

minutos de operação da micro-coluna, esta transferência de massa foi mais intensa. Após 

este período, a transferência de massa foi menor. 
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Figura 5.21 - Comportamento da extração de proteína total, a partir do extrato bruto 

de ascorbato oxidase, durante o tempo de operação da micro-coluna. Condições de 

operação empregadas: Freqüência de Pulsação- 1 pulso/segundo e Vazão Total das Fases-

5,2 mL/min. 

A seguir, encontra-se um resumo dos resultados obtidos na extração contínua de 

ascorbato oxidase, a partir de seu extrato bruto, com um sistema de duas fases aquosas 

formado por PEG 1500-Fosfatos de potássio, empregando-se a melhor condição de 

operação da micro-coluna de campânulas pulsantes, obtida nos experimentos com o 

citocromo b5. 
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• Freqüência de Pulsação: 1 pulso/segundo (freqüência de pulsação alta) 

• Vazão Total das Fases: 5,2 mL/min (vazão total das fàses baixa) 

• Índice de Recuperação do Soluto: 61,7% ± 7,8% 

• Eficiência de Separação: 99,9% ± 10,9% 

• Coeficiente de Transferência de Massa: 0,0474 min"1 ± 0,0132 min"1 

• Percentagem de Recuperação Total da Atividade da Ascorbato oxidase: 51,7% 

• Percentagem de Recuperação Global de Proteína Total: 77,2% 

• Fator de Purificação: 1,34 

Em comparação com os resuhados obtidos em descontínuo, observou-se na extração 

contínua uma diminuição do fator de purificação e um aumento da percentagem de 

recuperação total da proteína total, sendo que a recuperação total da atividade da ascorbato 

oxidase foi um pouco menor. Esta comparação é apresentada na tabela 5.9. 

Tabela 5.9 - Comparação entre a extração contínua e descontínua de ascorbato 

oxidase. 

Extração Descontínua Extração Contínua 

Fator de Purificação 2,75 1,34 

Recuperação de 57,8 51,7 
ascorbato oxidase (%) 

Recuperação de Proteína 11,6 77,2 
Total (%) 

Percentagem de ascorbato 
oxidase na fase rica em sal 61,7 61,7 

(%) 
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Talvez este aumento da recuperação de proteína total tenha ocorrido porque a 

agitação pode dificultar a precipitação de parte do material que compõe o extrato na 

interfàce entre as fases, como aconteceu na extração descontínua. Além disso, a agitação 

pode influenciar a transferência de proteínas, fazendo com que a percentagem de 

recuperação de proteínas aumente. Experimentalmente, observou-se, no fim do período de 

operação da micro-coluna, a formação de um precipitado alaranjado na interface entre as 

fases que permaneceram no interior da micro-coluna. 

Com a análise destes resultados, pode-se concluir que o Coeficiente de Transferência 

de Massa e a Eficiência de Separação, aparentemente, foram independentes da massa 

molecular da proteína a ser extraída. A variação nos valores do Coeficiente de Transferência 

de Massa e da Eficiência de Separação não foram significativos e pode-se considerar que 

estas grandezas não foram dependentes da massa molecular da proteína. 

Outra observação importante é que não ocorreu a desnaturação da enzima durante o 

processo de extração estudado. 

Os resultados obtidos mostraram que foi possível a utilização da extração continua em 

colunas de extração, visando a extração e purificação de proteínas, usando-se sistemas de 

duas fàses aquosas. Além disso, o equipamento desenvolvido neste trabalho mostrou-se 

bastante eficiente e foi comprovado que a agitação através das campânulas pulsantes não 

provocou a desnaturação de enzimas. Além disso, o equipamento teve uma operação estável 

e apresentou um excelente desempenho. 

5.4. Aplicação da Metodologia do Planejamento Experimental para a Análise dos 

Efeitos das Variáveis Estudadas 

Usou-se a metodologia do planejamento experimental (Barros Neto et al, 1996) para a 

análise da influência das variáveis estudadas na extração em continuo na micro-coluna 

Para o cálculo dos efeitos das variáveis e da interação entre elas, foi necessário usar 

apenas dois níveis para cada variável. O nível representa os valores assumidos pela variável. 

O nível superior foi considerado o maíor valor assumido pela variável e o nível inferior foi 

considerado o menor valor assumido pela variável. 
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Optou-se por considerar o nível inferior(-) como sendo 0,14 pulsos/segundo para a 

freqüência de pulsação e 4, 7 mL/mín para a vazão total das fàses e como nível superior ( + ), 

1 pulso/segundo para a freqüência de pulsação e 10,9 mL/mín para a vazão total das fàses. 

Para o cálculo dos efeitos das variáveis nas grandezas analisadas, construiu-se a matriz 

do planejamento como é mostrado por Barros Neto et al (1996). A matriz de planejamento 

(4 X 4) foi composta pelos níveis relativos a cada variável e à interação entre as variáveis (a 

interação é a multiplicação entre os sinais dos níveis de cada variável). Urna outra matriz (1 

X 4) foi composta pelos valores da grandeza analisada, que foram obtidos 

experimentalmente. Esses valores eram relativos aos níveis das variáveis, que se 

encontravam nas linhas correspondentes da matriz 4 X 4. 

Em todos os casos, foi realizado um planejamento fàtorial 2 X 2 (duas variáveis e dois 

níveis). 

As análises, realizadas a partir dos valores dos efeitos de cada variável, estão de 

acordo com o comportamento observado nos gráficos anteriormente apresentados. Através 

desta análise, comprovou-se que o planejamento fàtorial é urna excelente ferramenta para a 

análise e planejamento experimentais. 

Como realizou-se apenas dois experimentos com a vazão total das fases elevada, não 

foi possível a realização da análise das superficíes de resposta. Com esta análise, seria 

possível obter um modelo para a predição das grandezas estudadas em função das variáveis 

operacionais. Porém, este modelo seria válido somente na faixa de valores estudados, a 

extrapolação não é aconselhada. 

5.4.1. Fração de Retenção da Fase Dispersa 

O desvio padrão (s) nas medidas foi calculado através da equação 5.6, que é mostrada 

a seguir. 

(5.6) 
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Onde: N é o número de experimentos (repetições) realizados, Xi é a grandeza medida e 

Xim é a média entre os resultados obtidos (média entre as repetições rl".alizadas). 

O desvio padrão das medidas da fração de retenção da fàse dispersa é 7,25. 

Sabe-se que o desvio padrão dos efeitos (Sereno) para este caso, é dado pela equação 

apresentada a seguir: 

(5.7) 

Assil:n, o desvio padrão dos efeitos é: S.reito = 5,13 

A matriz do planejamento é mostrada a seguir. Chamou-se: P, a variável referente à 

freqüência de pulsação, V, a variável referente à vazão total das fàses e PV, a interação 

entre as duas variáveis. 

Ensaio 

1 

2 

3 

4 

Freqüência de 
Pulsação 

(pulsos/segundo) 

0,14 

1 

0,14 

1 

Vazão Total das 
Fases (mL/min) 

4,7 

4,7 

10,9 

10,9 

Substituindo-se os sinais referentes aos níveis, tem-se: 

Ensaio p v PV 

1 + 

2 + 

3 + 

4 + + + 

Fração de Retenção 
da Fase Dispersa 

(%) 

9,17 

17,36 

15,08 

42,52 

Fração de 
Retenção da 

Fase Dispersa 
(%) 

9,17 

17,36 

15,08 

42,52 
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Assim, calculou-se os efeitos referentes a cada variável através da multiplicação de 

cada coluna com os sinais relativos aos niveis de cada variável e a coluna com os valores das 

grandezas medidas. O efeito é o valor assim obtido dividido por 2. Os cálculos realizados 

são 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 {9, 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 fração de retenção da fase dispersa. Embora o efeito de interação entre as 

variáveis 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 padrão dos efeitos. Neste caso, o desvio padrão 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 vazão total 

das fases e da freqüência de pulsação provocaram um aumento da fração de retenção da fase 

dispersa, já que todos os efeitos atuaram de maneira positiva na fração de retenção da fase 

dispersa. A interação entre as variáveis também foi significativa e atuou positivamente na 

fração de retenção da fu.se dispersa. Isto ocorreu porque os efeitos calculados tiveram sinal 

positivo. 

Conforme pode ser visto na figura 5 .22, as tendências observadas nos experimentos 

estão em concordância com os resultados e conclusões obtidos através da aplicação da 

metodologia de planejamento experimental. Na figura 5.22, observa-se que tanto a 

freqüência de pulsação quanto a vazão total das fases exerceram uma importante influência 

na fração de retenção da fase dispersa. A tendência observada é de um aumento da fração de 

retenção da fase dispersa com o aumento dessas variáveis. 
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Figura 5.22 - Comportamento da fração de retenção da fase dispersa para sistemas de 

duas fases aquosas PEG 1000-Fosfatos de potássio, em pH 7,3, em relação ás variáveis: 

freqüência de pulsação e vazão total das fases. 

Porém, na análise realizada através da metodologia de planejamento experimental, 

avaliou-se apenas dois níveis da vazão total das fases (4,7 mL/min e 10,9 mL/min). Assim, a 

tendência de diminuição da fração de retenção da fase dispersa com o aumento da 

freqüência de pulsação, observada com a vazão total das fases de 6,5 mL/min, não pode ser 

prevista usando-se apenas esses dois níveis estudados. Portanto, neste caso, a realização de 

mais experimentos foi importante, mostrando a possibilidade da ocorrência de um 

comportamento diferente do esperado, devido ao arraste da fase dispersa pela fase continua. 

5.4.2. Índice de Recuperação do Soluto 

De maneira semelhante ao item anterior, calculou-se os efeitos das variáveis estudadas 

no Índice de Recuperação do Soluto. 

Os seguintes resultados foram obtidos: 
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p = 39,5 ± 5,52 

v= -0,5 ± 5,52 

PV = -6,5 ± 5,52 

Analisando-se os resultados obtidos, observou-se que o efeito da vazão total das fases 

não influenciou o comportamento do Índice de Recuperação do Soluto, ou seja, o efeito 

relativo à vazão total das fases não foi significativo. O efeito relativo à freqüência de 

pulsação foi bastante significativo e o ereito da interação entre as variáveis foi pequeno, se 

comparado ao desvio padrão dos efeitos, portanto esta variável exerceu uma pequena 

influência no Índice de Recuperação do Soluto. 

O efeito da freqüência de pulsação foi positivo, portanto o aumento da freqüência de 

pulsação provocou um aumento do Índice de Recuperação do Soluto. O efeito da interação 

entre as variáveis (PV) foi negativo, portanto, o aumento desta interação provocou uma 

diminuição do Índice de Recuperação do Soluto. 

De acordo com a figura 5.23, as tendências observadas nos experimentos estão em 

concordância com os resultados e conclusões obtidos através da aplicação da metodologia 

de planejamento experimental. Na figura 5.23, observa-se que a freqüência de pulsação 

exerceu uma importante influência no Índice de Recuperação do Soluto. Contudo, a vazão 

total das fuses exerceu uma pequena influência no Índice de Recuperação do Soluto, sendo 

que esta influência não f o i significativa. 

A tendência observada é de um aumento do Índice de Recuperação do Soluto com o 

aumento da freqüência de pulsação. O efeito da variação da vazão total das fases não foi 

significativo, principalmente se comparado ao efeito da freqüência de pulsação, que foi 

bastante significativo. 
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Figura 5.23 - Comportamento do Índice de Recuperação do Soluto na extração 

contínua de citocromo b5 com sistemas de duas fases aquosas PEG 1000-Fosfatos de 

potássio, em pH 7,3, em relação às variáveis: freqüência de pulsação e vazão total das fases. 

5.4.3. Eficiência de Separação 

Os seguíntes efeitos foram calculados, da maneira apresentada anteriormente: 

p = 63,2 ± 7,71 

V= 1,69±7,71 

PV = -11,57 ± 7,71 

Observou-se que o efeito da vazão total das fases não foi significativo, já que seu valor 

foi menor do que o desvio padrão. 
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A freqüência de pulsação exerceu o efeito mais importante sobre a Eficiência de 

Separação. O aumento da freqüência de pulsação provocou um aumento da Eficiência de 

Separação. A interação entre as duas variáveis foi significativa, porém bem menos do que a 

freqüência de pulsação. Um aumento da interação entre as variáveis provocou uma 

diminuição da Eficiência de Separação, já que o efeito tinha sinal negativo. 

Conforme pode ser visto na figura 5.24, as tendências observadas nos experimentos 

estão em concordância com os resultados e conclusões obtidos através da aplicação da 

metodologia de planejamento experimental. 
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Figura 5.24 - Comportamento da Eficiência de Separação na extração continua de 

citocromo b5 com sistemas de duas fases aquosas PEG 1000-Fosfatos de potássio, em pH 

7,3, em relação às variáveis: freqüência de pulsação e vazão total das fases. 

Como ocorreu na análise do Índice de Recuperação do Soluto, observa-se na figura 

5.24 que a freqüência de pulsação exerceu uma importante influência na Eficiência de 
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Separação. Porém, a vazão total das fases exerceu uma pequena influência na Eficiência de 

Separação, sendo que esta influência não foi significativa. 

A principal tendência observada é de um aumento da Eficiência de Separação com o 

aumento da freqüência de pulsação. Como já foi comentado, o efeito da variação da vazão 

total das fases não foi significativo, principalmente quando comparado ao efeito da 

freqüência de pulsação, que foi mais importante. 

5.4.4. Coeficiente de Transferência de Massa 

Os seguintes efeitos foram calculados: 

p = 0,0568 ± 0,0096 

v = 0,0446 ± 0,0096 

PV = 0,0162 ± 0,0096 

Com relação ao Coeficiente de Transferência de Massa, observou-se que todos os 

efeitos foram importantes e exerceram uma influência significativa sobre o Coeficiente de 

Transferência de Massa. 

Um aumento da freqüência de pulsação, da vazão total das fases e da interação entre 

estas duas variáveis, provocaram um aumento no Coeficiente de Transferência de Massa, já 

que todas as variáveis exerceram um efeito positivo, ou seja, tinham um sinal positivo. 

Todos os efeitos foram maiores do que o desvio padrão dos efeitos. Observou-se 

também que os efeitos das variáveis individuais foram bem maiores do que o efeito de 

interação entre as variáveis. 

De acordo com a figura 5.25, as tendências observadas nos experimentos estão em 

concordância com os resultados e conclusões obtidos através da aplicação da metodologia 

de planejamento experimental. Na figura 5.25, observa-se que tanto a freqüência de pulsação 

quanto a vazão total das fases exerceram uma importante influência no Coeficiente de 
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Transferência de Massa. A tendência observada é de um aumento do Coeficiente de 

Transferência de Massa com o aumento dessas variáveis. 

Vazão Total das 
Fases: 

-+--4,7 mL/min 

-- 6,5 mL/min 

---,;..-- 10,9 mL/min 

0,1 0,14 0,2 0,33 1 

Frequência de Pulsação (pulsos/segundo) 

Figura 5.25 - Comportamento do Coeficiente de Transferência de Massa na extração 

contínua de citocromo b5 com sistemas de duas fases aquosas PEG 1000-Fosfatos de 

potássio, em pH 7,3, em relação às variáveis: freqüência de pulsação e vazão total das fases. 

Portanto, os resultados obtidos nestas análises, baseadas no planejamento fatorial, 

estão em concordãncia com as análises realizadas nos itens anteriores e com o 

comportamento observado nos gráficos. 
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6.1. Conclusões 

Este trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento e o estudo de uma 

micro-coluna de extração líquido-líquido para a aplicação em processos de purificação de 

proteínas. A fim de obter uma agitação eficiente, mas suave para evitar a desnaturação das 

enzimas e a perda das principais propriedades das proteínas, usou-se as campânulas 

pulsantes para promover a agitação. O equipamento desenvolvido é chamado: micro-coluna 

de campânulas pulsantes. 

Após realizado o trabalho, pode-se concluir que o equipamento desenvolvido é 

bastante eficiente e merece ser mais estudado. 

Algumas das conclusões obtidas são: 

• A micro-coluna de campânulas pulsantes apresentou um excelente desempenho e a 

operação foi estável, em todas as condições estudadas. 

• Foi comprovado que a agitação imposta ao sistema através das campânulas pulsantes 

não provocou a desnaturação da enzima estudada, a ascorbato oxidase, nas condições 

operacionais (freqüências de pulsação e vazões total das fases) usadas neste trabalho. 

• Observou-se a ocorrência de arraste da fase dispersa pela contínua, a freqüências de 

pulsação e vazões total das fases elevadas. Porém, este arraste foi muito pequeno e não 

influenciou o comportamento do sistema. 

• Altos valores de Eficiência de Separação (aproximadamente 100%) foram obtidos 

nas melhores condições de operação. O Índice de Recuperação do Soluto apresentou 

valores muito satisfatórios, principalmente se considerarmos as possibilidades de 

recuperação encontradas nos experimentos de extração em descontínuo. 

• O comportamento do equipamento mostrou-se índependente da massa molecular da 

proteína que deseja-se extrair. Obteve-se valores da Eficiência de Separação bem próximos, 

na extração de proteínas de diferentes massas moleculares, usando-se as mesmas condições 

de operação da micro-coluna. 
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• Experimentalmente, não foi observada a ocorrência da inundação da micro-coluna, 

nas condições estudadas. 

• Nenhum dos modelos para predição da fração de retenção da fase dispersa em 

colunas pulsadas, obtidos na literatura, conseguiu predizer os resultados obtidos 

experimentalmente. 

• A melhor condição de operação obtida nos experimentos realizados corresponderam 

a freqüência de pulsação alta e vazão total das fases baixa, com a razão entre as fases leve e 

pesada igual a 1. Deve-se ressaltar que essa condição foi escolhida como a melhor, entre as 

condições testadas. 

Estes resultados demonstram a possibilidade da utilização de sistemas de duas fases 

aquosas em processos de extração continua de proteinas, a partir de seus extratos brutos. A 

extração líquido-líquido em continuo é uma promissora técnica alternativa em processos de 

purificação de biomateriais. 

Não foi observado nenhum problema durante a operação da micro-coluna de 

campânulas pulsantes com sistemas de duas fases aquosas. Altos valores de eficiência foram 

obtidos e a separação das fases durante a operação foi rápida. O estado estacionário foi 

atingido em um tempo relativamente pequeno. Além disso, não foi observada a fOrmação de 

emulsões estáveis, o que é comum em sistemas biológicos. 

O equipamento desenvolvido neste trabalho (a micro-coluna de campânulas pulsantes) 

mostrou-se bastante eficiente e adequado ao trabalho com biomateriais. Além de ser um 

equipamento de fácil montagem e operação. 

Este estudo é o primeiro em que se emprega o sistema de duas fàses aquosas em 

colunas pulsadas, visando a purificação de proteinas. Além disso, o equipamento usado, a 

micro-coluna de campânulas pulsantes, foi desenvolvido neste trabalho. 
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6.2. Sugestões 

Algumas sugestões para trabalhos futuros são: 

• Realizar experimentos variando a razão entre as vazões das fases leve e pesada, já 

que esta variável é importante no comportamento da extração, conforme foi verificado na 

literatura. 

• Determinar experimentalmente as condições de inundação da micro-coluna. 

• Desenvolver correlações para a predição do comportamento do sistema. Obter 

correlações para a Eficiência de Separação, Índice de Recuperação do soluto, Coeficiente de 

Transferência de Massa e Fração de Retenção da Fase Dispersa. 

• Análise econômica do custo do processo e estudo de reciclagem dos reagentes 

formadores das fases. 

• Testar a operação da cohma com sistemas de propriedades fisicas (massa específica, 

tensão interfacial, viscosidade) diferentes das propriedades dos sistemas usados. 

• Análise do tamanho das gotas da fase dispersa durante a operação da micro-coluna. 
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CALffiRAÇÕES 

1. Calibração da bomba peristáltica: 

A bomba peristáltica foi cahlxada toda vez que os tubos de viton que conduziam as 

fases se desgastavam ou eram trocados. 

A última cahbração re.alizada é mostrada a seguir. Durante os experimentos, realizou

se as calibrações por aproximadamente 5 vezes e os valores das vazões encontrados, 

diferiram muito pouco entre uma cahbração e outra A vazão era selecionada através da 

posição de um marcador da bomba peristáltica 

Posição da Bomba 

40 
50 
70 

Vazão da 
Fase Leve (rica em PEG) 

entrada (mL/min) 

2,8 ± 0,045 
3,8 ± 0,00 

5,7 ± 0,022 

2. Calibração do espectrofotômetro: 

Vazão da 
Fase Pesada (rica em sal) 

saída (mL/min) 

2,4 ± 0,022 
3,2 ± 0,041 
4,8 ± 0,020 

A calibração do espectrofotômetro foi realizada para a quantificação das 

concentrações de proteína total nas fases rica em PEG e rica em sal pelo método de Lowry 

modificado (Pires et a!, 1993). A calibração foi feita com a proteína BSA (bovine serum 

albumin), usada como proteína padrão. Foi observado que a interferência dos componentes 

das fases foi pequena, para os sistemas bifásicos aquosos estudados. Assim, a calibração 

pode ser feita com ágna, como meio onde a proteína era diluída. A variação entre as 

medidas realizadas com a água como diluente e com as fases rica em PEG e em sal foram de 

aproximadamente 15%. A seguir, apresenta-se os valores medidos na calibração e a equação 

obtida a partir destes dados. 

A equação da cahbração é: 

Y = 7,798. X- 0,1302 
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Onde: o coeficiente de correlação (R2
) é O, 9981 

X é a absorbância obtida a 750 nm 

Y é a concentração de proteína em g/L 

Amostra/Concentração (g/L) Absorbância a 750 nm 

1 -1,9 g!L 

2-0,95 g!L 

3-0,76 g!L 

4-0,47 g!L 

5-0,32 g!L 

6-0,21g/L 
7-0,1 g!L 

8-0,05 g!L 

Na figura AP1, encontra-se a curva de cah'bração. 
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0,110 ± 0,0025 
0,082 ± 0,0134 
0,053 ± 0,0071 
0,043 ± 0,0042 
0,036 ± 0,0078 
0,018 ± 0,0046 

0.30 

Figura APl - Curva de calibração do espectrofotômetro para a medida da 

concentração de proteína através do método de Lowry modificado (Pires et a1, 1993). 
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RESULTADOS EXPERIMENTAIS OBTIDOS NO ESTADO ESTACIONÁRIO 

Neste apêndice, são apresentados os resultados calculados a partir dos dados 

experimentais obtidos no estado estacionário. 

O sistema empregado foi composto por 17,7% PEG 1000 (p/p) e 15,7% Fosfatos de 

Potássio (p/p), em pH 7,3, na extração de citocromo b5, a partir de seu extrato bruto. 

Tabela AP2.1- Resultados experimentais no estado estacionário, obtidos na extração 

de citocromo b5 com sistemas formados com PEG 1 000/Fosfatos de potássio. 

Frequência Vazão total Porcentagem Eficiência de Coeficiente de Fração de 
de Pulsação das fases de Extração Separação Transferência Retenção da 

de Massa Fase (pulsos/s) (mL/min) (Ir)-(%) (E*)-(%) 
(k..a)-(min-1

) Dispersa 

0,10 4,5 15 24,92 0,0068 0,1132 

0,143 4,7 26 38,67 0,0130 0,0917 

0,20 4,7 39 62,37 0,0231 0,1218 

0,33 4,7 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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BALANÇO DE MASSA 

Para um processo de extração líquido-líquido em contracorrente, o balanço de massa 

para o soluto é: 

(Al.l) 

Onde : Xr é a concentração de soluto na alimentação. Nos experimentos realizados 

neste trabalho, a alimentação é a fase rica em PEG, na qual o extrato bruto das proteínas 

está diluído. X2 é a concentração de soluto na fase rica em PEG no topo da coluna, ou seja, 

na saída da fase rica em PEG. Y1 é a concentração de soluto na fase rica em sal no fundo da 

coluna, ou seja, na saída da fase rica em sal. Y2 é a concentração de soluto na fase rica em 

sal no topo da coluna, ou seja, na entrada da fase rica em sal. F é a vazão volumétrica da 

alimentação (entrada da fase rica em PEG), S é a vazão volumétrica da fase rica em sal que 

entra na coluna, R é a vazão volumétrica da fase rica em PEG que sai da coluna, fase 

refinado e E é a vazão volumétrica da fase extrato, ou seja, fase rica em sal que sai da 

coluna. 

Todos os balanços de massa dos experimentos realizados foram calculados desta 

maneira 
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PROPRIEDADES FÍSICAS DE SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS 

PEGIFOSFATOS DE POTÁSSIO 

A tabela A2.1 apresenta as propriedades fisicas dos sistemas de duas fuses aquosas 

utilizados neste trabalho. Os dados foram obtidos de Porto (1998). 

Tabela A2.1 -Propriedades Físicas de Sistemas de Duas Fases Aquosas PEG/Fosfutos de 

Potássio (adaptado de Porto, 1998). 

VISCOSIDADE (mPa.s) MASSA ESPECIFICA 
(lm/m3

) 

Tipo de Polímero PEG Sal PEG Sal 

PEG 550 Linha de 5,9 2,4 1097,9 1224,2 
Amarração 1 

Linha de 8,0 2,3 1098,6 1237,2 
Amarração2 

Linha de 12,5 2,5 1098,9 1270,0 
Amarração 3 

PEG 1000 Linha de 7,0 1,2 1093,0 1229,4 
Amarração 1 

Linha de 10,0 2,2 1093,5 1282,1 
Amarração 2 

Linha de 15,0 2,3 1094,8 1292,3 
Amarração3 

PEG3350 Linha de 18,0 1,0 1090,3 1198,6 
Amarração 1 

Linha de 31,0 1,1 1090,7 1217,2 
Amarração 2 

Linha de 48,0 2,2 1094,3 1267,8 
Amarração3 

PEG 8000 Linha de 33,3 1,0 1078,6 1122,1 
Amarração O 

Linha de 46,0 0,9 1082,6 1159,4 
Amarração 1 

Vários trabalhos foram consultados para confirmar os valores das propriedades fisicas 

dos sistemas de duas fuses aquosas usados no presente trabalho. Com relação à tensão 
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interfàcial, usou-se uma aproximação, já que não foram encontrados na literatura dados 

referentes às composições exatas das fuses usadas. Assim, empregou-se a tensão interfàcial 

de sistemas com composição próxima à dos sistemas usados nos experimentos. 

• Não furam encontradas na literatura as propriedades fisicas de sistemas de dnas fuses 

aquosas formados com PEG 400. Os sistemas de composição mais semelhantes a estes, que 

foram encontrados na literatura, eram formados por PEG 550. 
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CONDIÇÕES OPERACIONAIS E PROPRIEDADES FÍSICAS DOS 

SC'STEMAS USADOS PARA A OBTENÇÃO DAS CORRELAÇÕES PARA A 

PREDIÇÃO DA FRAÇÃO DE RETENÇÃO DA FASE DISPERSA 

227 

Este anexo contém as condições operacionais e as propriedades fisicas dos sistemas 

bifásicos usados por Kumar e Hartland (1988; 1995) para a obtenção das correlações para a 

predição da fração de retenção da fase dispersa. 

No trabalho de Kumar e Hartland (1988), as condições dos sistemas usados no 

desenvolvimento da correlação foram as seguintes: 

Propriedades Físicas: 

Massa específica da fase contínua, Pc 

Massa específica da fase dispersa, Pd 

Diferença de densidade entre as fases, Llp 

Viscosidade da fase contínua, J.lc 

Viscosidade da fase dispersa, f.!d 

Tensão Interfacial, y 

Variáveis Operacionais: 

Velocidade Superficial da fase contínua, Vc 

Velocidade Superficial da fase dispersa, vd 

Comprimento (Amplitude) da pulsação, A 

Freqüência de pulsação,/ 

Velocidade de Pulsação, Af 

Fração de Retenção da Fase Dispersa, cjl 

Diâmetro da coluna, D 

Espaçamento entre os pratos, h 

Diâmetro dos orificios, do 

Área livre fracionai do prato, e 

996-1060 kg/m3 

652-1595 kg/m3 

115-595 kg/m3 

0,84-1,07 mPa.s 

0,29-4,88 mPa.s 

4,6-46,6 mN/m 

0,00-10,85 mm/s 

0,14-9,78 mm/s 

2,00-51,56 mm/s 

0,28-4,75 s·1 

2,07-92,00 mm/s 

0,0016-0,6330 

25,4-213,0 mm 

50,0-120,0 mm 

1,02-4,06 mm 

0,009-0,23 
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No trabalho de Kumar e Hartland (1995), as condições dos sistemas usados no 

desenvolvimento da correlação foram as seguintes: 

Propriedades Físicas: 

Massa específica da fase continua, Pc 

Massa específica da fase dispersa, Pd 

Diferença de densidade entre as fases, .6.p 

Viscosidade da fase continua, J.lc 

Viscosidade da fase dispersa, l!d 

Tensão Interfacial, y 

Variáveis Operacionais: 

Velocidade Superficial da fase continua, Vc 

Velocidade Superficial da fase dispersa, v d 

Comprimento (Amplitude) da pulsação, A 

Freqüência de pulsação,/ 

Velocidade de Pulsação, Af 

Fração de Retenção da Fase Dispersa, ljl 

Diâmetro da coluna, D 

Espaçamento entre os pratos, h 

Diâmetro dos orí:ficios, do 

Área livre :fracional do prato, e 

Razão entre as vazões das fuses, vive 

Velocidade relativa, V, 

986-1060 kg/m3 

652-1595 kg/m3 

0,84-1,43 mPas 

0,29-4,88 mPa.s 

1,8-46,5 mN/m 

0,00-10,2 mm/s 

0,1-9,8 mmls 

3,00-51,6 mm/s 

0,33-4,75 Hz 

4,6-102,7 mmls 

0,002-0,675 

25-215 mm 

50,0-120,0 mm 

1,0-6,0 mm 

0,01-0,49 

0,03-oo 

5,4-110,4 mm!s 



Anexo 3 - Dados referentes à predição da fração de retenção da fuse dispersa 229 

Os valores das propriedades fisicas e das condições operacionais usadas neste trabalho 

são apresentadas a seguir. As propriedades fisicas são do sistema 17,7% PEG 1000 

(p/p)/15,7% Fosfatos de Potássio (p/p), em pH 7,3, usado nos experimentos para a análise 

da fração de retenção da fase dispersa 

Propriedades Físicas: 

Massa específica da fase contínua, p, 

Massa específica da fase dispersa, Pd 

Diferença de densidade entre as fases, L\p 

Viscosidade da fase contínua, ).lc 

Viscosidade da fase dispersa, !ld 

Tensão Interfacial, y 

Variáveis Operacionais: 

Velocidade Superficial da fase contínua, v, 

Velocidade Superficial da fase dispersa, vd 

Comprimento (Amplitude) da pulsação, A 

Freqüência de pulsação,/ 

Velocidade de Pulsação, Af 

Fração de Retenção da Fase Dispersa, cp 

Diâmetro da coluna, D 

Espaçamento entre os pratos, h 

Diâmetro dos orifícios, do 

Área livre fracionai do prato, e 

1282,1 kg/m3 

1 093,5 kg/m3 

188,6 kg/m3 

2,2 mPa.s 

10,0mPas 

0,5mN/m * 

0,41-0,97 cm/mín 

0,41-1,18 cm/mín 

5,6 cm/s 

0,1-1 s·1 

0,56-5,6cm/s 

0,09-0,425 

2,54cm 

3,8 em 

0,38 

* O valor da tensão ínterfacial foi obtido a partir de dados da literatura (Snyder et al, 

1992, Wu et al, 1996 e Mishima et al, 1998). Considerou-se a tensão ínterfacial do sistema 

estudado como sendo igual à tensão ínterfacial do sistema com a composição mais próxima 

a este. Portanto, é um valor aproximado. Na :fàixa em que a tensão ínterfacial de sistemas 

bifásicos aquosos variava, esta variação exerceu uma pequena influência na predição da 

fração de retenção da fase dispersa, como foi verificado através de cálculos realizados. 


