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Campese, G. M. “Extracio ¢ Recuperagdo da Bromelina em Sistemas de Duas Fases Aquosas
PEG4000 — POLICAJU”, Tese de Doutorado Apresentada & Faculdade de Engenharia

Quimica da Universidade Estadual de Campinas.

RESUMO

O sistema de duas fases aquosas explora a capacidade de dois polimeros, ou de um polimero e
um sal, se separarem em duas fases aquosas sempre que certas concentra¢des minimas sejam
excedidas. Neste trabalho, o objetivo € a determinagio do indice de recuperagfo da bromelina do
caldo do abacaxi, utilizando, para 1sso, uma microcoluna agitada por campénulas pulsantes, para
trés tamanhos de linhas de amarragfo, trés pH’s diferentes e trés vazbes de alimentagfo. A
caracterizacdo desse sistema bifdsico aquoso € formada por um polimero regional, o
polissacarideo do cajueiro (Policaju). Sendo o elevado custo dos polimeros envolvidos o principal
entrave 4 aplicacdo em grande escala da particiio bifasica aquosa, este sistema apresentou a
possibilidade em reduzir esse custo, aumentando a competitividade da particdo bifésica aquosa
como processo alternativo frente aos processos tradicionais de recuperagfio de bioprodutos. Os
resultados demonstraram um aumento do indice de recuperagdio com o aumento da velocidade de
rotagdo e com o aumento da composi¢fo do sistema. A analise do perfil de extracdo continua da
bromelina do caldo do abacaxi demonstrou que o maior indice recuperagéio da proteina foi obtido
para as seguintes condi¢fes: sistema 13%PEG4000-22%Policaju em uma microcoluna pulsada
com 3 campénulas & velocidade de 60 rpm com velocidade total de alimentacio 11,12mI/min e

pH 8,0 que foi de 68,82%.

Palavras Chaves: Bromelina, Sistemas de duas Fases Aquosas, Polietileno Glicol, Policaju,

Indice de recuperagéo.
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Campese, G.M. Abstract

EXTRACTION AND RECOVERY OF BROMELAIN IN PEG4000 -
POLICAJU AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEMS

ABSTRACT. Aqueous two-phase system explores the possibility of solutions of two polymers
or one polymer and one salt separating into two immiscible aqueous phases, when certain critical
concentrations are exceeded. This work was characterised by the KAWASE recovery index
analysis of the bromelain of pineapple juice, using a pulsed column for three sizes of tie lines,
three different pH's and three feeding flows. The characterisation of a new aqueous two-phase
system is based on a regional polymer, the polysaccharide of cashew nut tree (Policaju). Since
the cost of the phase forming polymers is the main drawback on the large scale application of
aqueous two-phase partition, this system showed the possibility of decreasing this cost by
increasing the applicability of biphasic partition as an alternative technique to the traditional
recovery processes of bio products. The results showed an increase of the recovery index with an
increase of the rotation speed and with an increase of the system composition. The profile
analysis of continuous extraction of the bromelain of pineapple juice demonstrated that the
largest protein recovery was obtained for the following conditions: 13%PEG4000-22% Cashew
nut tree system in pulsed column with 3 rotative disks at the speed of 60 rpm with total of feeding
speed of 11,12 mL/min, and pH 8,0 which was 68,82%.

KeyWords: Bromelain, Aqueous Two-Phase Systems, Polyethylene Glycol, Cashew Nut Tree

gum, Recovery Index
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1-INTRODUCAO

A bromelina é uma protease de origem vegetal encontrada no abacaxi e em outras
espécies de piantas da familia Bromeliaceae, que estd presente na fruta e na planta,
principalmente no caule de onde € obtida comercialmente. Entretanto a quantidade produzida
ainda € pequena em relagfio as necessidades de mercado, o que torna a bromelina, um produto de
alto valor comercial, que n#&o ¢ produzida no Brasil. Este estudo tenta viabilizar a fabricagio da
bromelina aqui no pais, ja que é um dos grandes produtores de abacaxi. A atividade proteolitica é
o principal pardmetro de avaliagio da qualidade e do valor comercial da bromelina. Sua
importincia econdmica estd relacionada com a produciio de farmacos, com a industria
alimenticia, indastrias téxteis e fabricagio de couros.

A bromelina comercial € obtida do caule do abacaxi apds moagem, prensagem, filtragdo e
precipitagdo do suco deste talo. Muitos precipitantes classicos podem ser utilizados na preparacéo
da enzima bruta ou no fracionamento da enzima, tais como: sulfato de amdnio, metanol,
isopropanol e acetona, combinados com variagdes do pH do suco. Contudo, no caso da
preparacdo industrial da bromelina, a acetona € o precipitante mais conveniente.

A viabilidade da comercializagiio ¢ da producio em escala industrial de substincias
obtidas por meio de processos biotecnoldégicos depende significativamente das técnicas de
separacio empregadas na purificacfio do composto desejado. Assim, a etapa de purificagdo requer
um método biocompativel e econdmico. As caracteristicas de baixa concentracio inicial, elevado
grau de pureza dos produtos, a sensibilidade térmica e a necessidade de preservar as principais
propriedades dos compostos, tornam o processo de produgdo oneroso devido ao seu alto custo
industrial.

Nesse sentido a extragéio Hquido-liquido aplicada a biotecnologia € um campo tecnolégico
extremamente importante para o desenvolvimento de novos métodos de extracio e purificacfio de
proteinas ("downstream processing”).

O avango no desenvolvimento de pesquisas no campo da bioseparagdo tem sido limitado
pela complexidade do processamento de produtos farmacéuticos e biologicos. De fato, 50 a 90%
do custo para a obtengdo de um produto biologico estd na estratégia de purificagio, havendo
necessidade de se buscar técnicas de bioseparacdo eficientes € econdmicas para se atingir altos
indices de purifica¢do e recuperagdo, além de preservar a atividade biologica da molécula

DIAMOND &HSU (1992).
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Quando se trata de moléculas, parAmetros tais como solubilidade e estabilidade, estio
muito relacionados ao meio de extrag@io normalmente aplicado nas indistrias. Véarios sfo os
critérios usados para a seleciio de um meio de extragio para aplicages biotecnoldgicas, dentre
eles podemos citar MATIASSON &LING (1987): Néo ser toxico para o sistema biologico; ser de
facil separac@o do produto; ser barato e disponivel em grande quantidade; ser possivel esterilizar;
ser imiscivel em solugdio de agua; nfo possuir capacidade de formar emulsdes estaveis com o
material biologico; ndo ser inflamavel; nfo ser téxico para 0 homem.

A separagio de proteinas de meios aquosos por precipitagio ¢ um dos métodos mais
tradicionais para a recuperacfio e parcial purificagio de biomoléculas. Os precipitados de
proteinas sdo agregados de moléculas protéicas grandes o suficiente para serem decantados ou
centrifugados. E uma técnica de ficil ampliagdo de escala e com viabilidade para operagio
continua a custos aceitaveis para grandes volumes.
desenvolvidos novos processos de purificagfo, que visam a reducgfio dos custos ¢ do tempo de
processo, diminui¢fio do ntimero de etapas necessarias e aumento da eficiéncia da separagio e o
grau de pureza dos produtos. Entre estes processos estd a extracdo liquido-liquido, que pode ser
usada como uma etapa de pré-purificacdo, substituinde um outro método de separacfio que seja
mais caro ou reduzindo o niimero de etapas necessarias ao processo.

A extrac8o liquido-liquido utilizando sistemas de duas fases aquosas tem sido uma érea de
grande interesse nos Gltimos anos. Muitos trabalhos tém sido realizados visando a aplicagiio
destes sistemas na separagdo, em escala laboratorial, de varios biomateriais, como proteinas e
organelas celulares, PORTO (1998); RABELO (1999); HIROSE (2001), por ser um método
eficiente, versatil e de baixo custo. Estes sistemas s@io constituidos por duas fases parcialmente
misciveis que promovem a separacio dos produtos em condi¢Bes amenas e em wm ambiente
adequado de forma a preservar suas principais caracteristicas. Sendo compostas de 70 a 90% de
dgua, sendo seu uso apropriado para purificagio de materiais bioldgicos, reduzindo assim o risco
da desnaturacdo das biomoléculas. A separagdo de fases € resultante da incompatibilidade, em
solugdes, do polimero-polimero ou polimero-sal que ocorrem em fungfo da concentracio destes
compostos.

Um exemplo de sistema de duas fases aquosas para fins de recuperagfo de bioproduto estd
relatado nos trabalhos de HUGHES er al. (1988), os quais purificaram parcialmente a proteina
Albumina do Soro Bovino (BSA), a partir do plasma sangiiineo, usando sistema de duas fases
aquosas com umn Unico estagio de extracdo. KITAHARA et al. (1993) utilizaram sistema de duas

fases aquosas formadas pelo copolimero F68/Sal para estudar a separag@o de anticorpos a partir
2
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do extrato bruto de varias culturas de hidribromas. Neste caso, a extracdo com sistema biféasico
aquoso mostrou-se um método de separagio e concentragdo simples e rapido, com alta
capacidade de recuperagio.

Entre os sistemas bifasicos aquosos mais estudados em partigio aquosa destaca-se o
sisterna Polietileno glicol-Dextrana. A utilizacdo do Polietileno glicol (PEG) torna-se vantajosa
devido ao baixo custo do polimero e as propriedades fisico-quimicas favoraveis. Por outro lado, a
Dextrana apresenta um inconveniente: um elevado custo. Para combater a falta de
competitividade econdmica dos sistemas bifasicos constituidos por PEG e Dextrana tem-se
recorrido quase exclusivamente a sistemas PEG-Sais KULA er al. (1982), BOLAND et al.
(1991); PAPAMICHAEL er al. (1992).

Sistemas bifasicos PEG-Sais apresentam, no entanto, alguns problemas que limitam sua
aplicébilidade. Estes sistemas formam-se com elevadas concéntrag:ﬁes de sal em ambas as fases, o
que pode causar a desnaturagdo de estruturas biolégicas KULA er al. (1989), LIN et al. (1996).

QOutra forma para evitar o elevado custo associado ao sistema PEG-Dextrana ¢ a utilizacfo
de polimeros alternativos, destacando-se o sucesso obtido pelo Hidroxipropilamido,
comercializado sob o nome comercial de Reppal PES TIERNELD et al. (1986); STURESSON er
al. (1990), o qual possibilitou uma elevada redugfo no custo dos reagentes necessérios a
formacdo de fases TIERNELD et al. (1986).

O exsudado do cajueiro, produzido pela Anacardium occidentale L., planta nativa do
nordeste brasileiro, consiste num heteropolissacarideo ramificado (arabinogalactana acida)
exsudado naturalmente ou através de incisdes do tronco € ramos da arvore como uma goma ou
resina PAULA & RODRIGUES (1995). Estudos preliminares indicam que o polissacarideo
apresenta caracteristicas atrativas para aplicagdo como polimero constituinte de sistemas
bifasicos aquosos SARUBBO (2000).

Normalmente, os processos de extracio de particulas biologicas tém sido realizados de
modo descontinuo; recentemente, a utilizagdo de processos continuos tem recebido impulso com
a extracdo continua em colunas operando em contracorrente, uma v€Z que o processamento
continuo apresenta inlimeras vantagens como a automagdo do processo, reducéo no tempo de
processamento e menor espaco fisico ocupado, uma vez que as unidades nfio sdo volumosas
KULA (1990); BOLAND (1990). O interesse do emprego de SBA na extracio liquido-liquido
reside na disponibilidade de equipamentos jd desenvolvidos, cujo desempenho €, ao menos em
parte, conhecido. No entanto, o projeto destes equipamentos tem por base estudos realizados em

sistemnas tradicionais, enquanto as pesquisas voltadas aos sistemas de interesse atuais se
3
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concentram na escolha de solventes, na determinagéo do equilibrio de fases e dos coeficientes de
partigio, evidenciando a necessidade do estudo operacional e de transferéncia de massa para esta
operacdo unitaria aplicada a bioseparagdes.

~ Assim, este trabalho teve como objetivo, o estudo da aplica¢io de um polimero regional
de baixo custo a técnicas de separagéo bifasica aquosa na recuperago da bromelina. Pretendeu-se
mostrar que os dados compilados ao longo das ultimas trés décadas para sistemas bifésicos
aquosos formados por polimeros como a Dextrana podem ser transpostos para sistemas formados
por polimeros alternativos como por exemplo o polissacarideo do cajueiro (Anacardium
occidentale L.) e PEG 4000, através do estudo da influéncia do processo (linha de amarracio, pH

e vazdo total de alimentacfo) na proteina total .
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1.1 - OBJETIVOS

GERAL

Extracio e purificacdo da bromelina existente no abacaxi através dos dados das linhas
de amarragdo obtidos por SARUBBO (2000) com a caracterizagdo de sistemas bifasicos

aquosos formados pelo polissacarideo do cajueiro (dnacardium occidentale 1..) ¢ PEG 4000,

ESPECIFICOS

Estudar o comportamento do sistema para processamento continuo através da
utilizagdo de uma microcoluna agitada por campénulas pulsantes e calcular o indice de

recuperacio da proteina.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - INTRODUCAO
Neste capitulo sera apresentada uma revis@o sobre os principais topicos relacionados a
este trabatho e os fundamentos tedricos relacionados ao tema estudado, como proteinas,

processos de separagio aplicados a biotecnologia, extragfo liquido-liquido.

2.2 - PROTEINAS

Berzelius cunhou a palavra proteina em 1838, para salientar a importancia dessa classe de
moléculas. Proteina vem do grego Proteios, que significa “o que vem em primeiro lugar”, sendo
responsaveis pelo funcionamento das fungSes vitais dos organismos nos quais sfo alguns dos
principais constituintes.

As proteinas sdo macromoléculas cuja estrutura € constituida de polipeptidios, que s&o
cadeias extremamente longas de muitas unidades de aminoécidos, unidas por ligacdes peptidicas
LEHNINGER (1986). As proteinas ndo sfo apenas as macromoléculas orgdnicas mais
abundantes nas células, mas também sio extremamente versateis em suas fungdes e constituem
50% do seu peso seco. Sdo encontradas em todas as partes de todas as células. Atualmente, elas
sdo comercialmente muito importantes, principalmente nas indistrias de alimentos e
farmacéuticas. Existem muitas espécies diferentes de proteinas, cada uma especializada em

determinada funcdo biolégica diferente.

2.3 - ENZIMAS

A maior parte da histéria da bioquimica € a da pesquisa sobre enzimas. A catilise
biologica foi inicialmente descrita e reconhecida no inicio do século XIX, em estudos sobre a
digestdo da carne por secreg¢bes do estdmago e a converso do amido em agticares simples pela
saliva e por vérios exiratos vegetais. Louis Pasteur conclui que a fermentacfio do aglicar em
alcool pela levedura € catalisada por fermentos. Ele postulou que esses fermentos depois
nomeados de enzimas eram inseparaveis da estrutura das células vivas do levedo, uma hipdtese
que prevaleceu por muitos anos. E, em 1897, Eduard Buchner, descobriu que extratos de levedo
podiam fermentar o agtcar até o alcool, provando que as enzimas envolvidas na fermentag8o

continuavam funcionando mesmo quando removidas da estrutura das células vivas. Desde entdo
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numerosos estudos vém sendo realizados na tentativa do i1solamento das numerosas enzimas e o
estudo de suas propriedades cataliticas.

A catalise enzimética das reagles ¢ essencial para os sistemas vivos. Sob condigbes
biologicas relevantes, as reagdes ndo catalisadas tendem a ser lentas. A maioria das moléculas
biologicas é muito estdvel no ambiente aquoso de pH neutro e temperatura moderada encontrado
no interior das células. Muitas reagdes bioquimicas comuns envolvem eventos quimicos que sio
muito improvaveis nas condigbes do ambiente celular, com a formagio transiente de
intermedidrios eletricamente carregados e instaveis ou a colisfo de duas ou mais moléculas com a
orientacAo precisa e necessaria para que ocorra a reacio LEHNINGER (1995).

As reacles necessdrias para digerir alimentos, enviar sinais através de nervos, ou contrair
um musculo simplesmente nio ocorrem em velocidade atil sem catélise. Uma enzima contorna
estes problemas fornecendo um ambiente especifico dentro do qual uma dada reacgio é
energeticamente mais favoravel. A caracteristica distinta de uma reagfio catalisada
enzimaticamente ¢ que ela ocorre no interior dos limites de uma cavidade, ou fenda, na estrutura
molar da enzima chamado de sitio ativo. A molécula que se liga ao sitio ativo e que sofre a agdo
da enzima é chamado substrato. O complexo enzima-substrato tem papel central na reacio
enzimética, ele é o ponto de partida para os ftratamentos matematicos que definem o
comportamento cinético das reagdes catalisadas enzimaticamente e para as descrigbes dos

mecanismos enzimaticos.

2.4. DESNATURACAO DAS PROTEINAS

Todas as moléculas de uma mesma proteina apresentam, em condigbes fisiologicas, a
mesma conformacio que € denominada rativa. Esta é a conformagio mais estavel que a molécula
pode assumir naquelas condigdes e reflete um equilibrio delicado entre as interagdes ocorridas no

interior da molécula protéica e entre esta e seu meio ambiente.

Ao se proceder ao isolamento e purificagfio de uma proteina, sfio introduzidas alteracdes
fisico-quimicas no seu meio ambiente, que podem afetar sua estrutura espacial a ponto de
ocasionar a perda de sua fungdo bioldgica. A proteina € dita, entdo, desnaturada. A desnaturagio

pode ser provocada por varios tipos de tratamentos.

O aquecimento da proteina nativa provoca rompimento de liga¢Oes ndo-covalentes. Valores

de pH muito baixo ou muito alto, afetando a jonizacio dos grupamentos da proteina conferem a

7
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molécula uma elevada carga positiva (ou negativa), ocasionando repulsio intramolar, com
exposicéio do interior hidrofobico. A adigdo de solventes orgénicos polares (lcoois, por exemplo)
ou de compostos com grande capacidade de formar pontes de hidrogénio (uréia, por exemplo)
determina a desnaturacio da proteina, porque estes ultimos agentes estabelecem pontes de

hidrogénio com radicais da proteina, substituindo liga¢gbes que mantém a estrutura nativa.

Os solventes organicos diminuem a solvatag8o dos radicais polares situados na superficie
da proteina. A desnaturacdo também pode ser ocasionada por detergentes. Uma molécula tipica
de detergente € composta por uma cadeia longa apolar ligada a um grupo terminal carregado
eletricamente. Estes agentes sfo desnaturantes porque a introducio de sua cauda hidrofobica

(apolar) no interior da proteina rompe interagtes hidrofobicas.

Retiradas das condi¢Ses desnaturantes, muitas proteinas podem reassumir sua conformacio
nativa. A este processo se chama renaturacdio. A renaturacio demonstra que a estrutura
tridimensional (nativa) de uma proteina € uma consegiiéncia de sua estrutura primaria. Para a
maioria das proteinas, entretanto, a desnaturagdo ¢ irreversivel. Muitas delas, quando
desnaturadas tornam-se insoliveis. E o caso da albumina do ovo, quando aquecida, e da caseina,

quando o leite € acidificado, por exemplo, através da aco bacteriana.

2.5 - PROTEINA EM ESTUDO

Neste trabalho serd estudada uma proteina existente no abacaxi. Bromelina é o nome
genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas encontradas nos vegetais da familia
Bromeliaceae, da qual o abacaxi é o mais conhecido. As enzimas proteoliticas encontradas nos
talos recebem ¢ nome de bromelina do talo e tem o nlGmero sistemdtico EC 3.4.22.4, e as
encontradas no fruto recebem o nome de bromelina do fruto ou ainda, bromelina e tem o nimero
sistemdtico EC 3.4.22.5. A bromelina ¢ uma glicoproteina, tendo um residuo oligosacarideo por
molécula, que esta covalentemente ligado a cadeia peptidica. A bromelina do talo é uma enzima
sulfidrica, e este grupamento ¢ essencial para a sua atividade proteolitica. A bromelina do fruto é
uma proteina 4cida, e seu ponto isoelétrico foi determinado por focalizagfio isoelétrica como pH
4,6 e mudangas conformacionais irreversiveis ocorrem em valores de pH maiores que 10,3
MURACCHI (1976).

A enzima ndo estd presente nos primeiros estdgios de desenvolvimento do fruto, porém,

seu nivel aumenta rapidamente, mantendo-se elevado até o amadurecimento, onde tem um
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pequeno decréscimo. A queda marcante de atividade da protease durante o periodo final de
maturagfio ndo € acompanhada por uma mudanga correspondente na concentragdo de proteinas.
De acordo com GORTNER & SINGLETON (1965); SUBRAMANIAN ez al. (1978); MOORE &
CAYGILL (1979), SILVA & AROLA (1980), parece ser razodvel supor que a bromelina seja
transformada em outra proteina com func@o metabdlica diferente, como enzima produtora de
sabor e aroma, uma vez que os constituintes volateis responsaveis pelo aroma sio formados
quando a atividade de protease estd diminuindo.

Embora haja uma acentuada diminuico da atividade proteolitica durante a maturacio, o
abacaxi é o Gmico fruto que possui concentragdes relativamente altas de proteases no estado
maduro. Essa € uma das vantagens da utilizacfo das proteases do abacaxi em comparacdo com
outras proteases vegetais. No maméo e no figo, tanto a papaina como a ficcina, somente sdo
encontradas em altos niveis quando o fruto esta verde; com o completo amadurecimento, a
concentragio das proteases praticamente desaparece. Diferentes partes da planta podem ser
usadas como matéria-prima para a obteng@io da bromelina: folhas, talos, polpa da fruta, casca e
residuos industriais do processamento do fruto.

Qutras fontes de enzimas proteoliticas sd0 as proteases microbianas, por exemplo: o
Bacillus subtilis, Aspergillus sp., Actinomyces sp., e as proteases animais tripsina (EC 3.4.21.4) e
pepsina (EC 3.4.23.1), além dos vegetais, papaina (EC 3.4.22.2) e ficcina (EC 3.4.223) ja
citadas. Algumas das proteases microbianas sfo geralmente proteases alcalinas e t€m sido usadas
na produgdo de sabdes e detergentes para remogio de manchas de sangue, por exemplo.

A bromelina tem diversos usos, todos baseados em sua atividade proteolitica, como nas
indstrias alimenticias e farmacéuticas. Pode-se mencionar sua utilizagdo no amaciamento de
carnes, na clarificac8o de cervejas, na fabricagio de queijos, no preparo de alimentos infantis e
dietéticos, no pré-tratamento da soja, no tratamento do couro, na indistna téxtil, no tratamento da
I8 e da seda, no tratamento de disturbios digestivos, feridas e inflamagdes, preparo de colageno
hidrolisado, etc... Foi verificado por ROWAN et al. (1990) que a bromelina do fruto tem uma alta
atividade proteolitica maior que a bromelina do talo em diversos substratos protéicos, e sua
atividade ¢ maxima em pH 8,0 ¢ a temperatura de 70°C. A bromelina do talo apresentou
atividade maxima em pH 7,0 e temperatura 60°C. A forma de bromelina comercialmente
encontrada é a bromelina do talo, apesar da grande quantidade de residuos de abacaxi proveniente

das industrias de conservas,
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As preparacdes da bromelina sfo impuras e geralmente as principais enzimas
contaminantes sdo outras enzimas proteoliticas e enzimas nfo proteoliticas, tais como: fosfatases,
peroxidases, celulases e outras glicosidases MURACHI (1976). SUH et al. (1992) purificou a
bromelina do fruto e do talo até a homogeneidade (18 ¢ 46 vezes de aumento de pureza
respectivamente) por cromatografia de gel-filtragdio e determinou as massas molares em 32,5 e
37,0 kDa respectivamente, com rendimento de 23% em atividade. MURACHI (1976) purificou a
bromelina do talo de abacaxi por cromatografia de gel-filtragfio, ¢ determinou que a massa molar
da fracdo pura era de 28 kDa por SDS-PAGE. ROWAN et al. (1990} descreve a presenga de
quatro proteases principais presentes em abacaxis (Ananas comosus): bromelina do fruto,
bromelina do talo, ananaina e comosaina.

A bromelina aparece em maior concentragfio na parte inferior dos talos de plantas
maduras. A porgio central do talo contém mais proteases do que a por¢do mais externa. As outras
partes, embora suculentas, possuem pouca ou nenhuma protease detectdvel segundo HEINICKE
& GORTNER (1957) e TISSEAU (1976).

2.6 - ABACAXI

2.6.1 - CULTIVO E COLHEITA

O abacaxizeiro ¢ uma planta muito sensivel ao frio, mas resiste bem a seca. Exige, por
isso, clima quente ou mesotérmico, onde ndo ha perigo de ocorréncia de geadas. A temperatura
média favoravel situa-se entre 21 e 27°C. Quando a temperatura se mantém acima de 32°C,
verificam-se danos na planta, quando a temperatura cai abaixo de 20°C, a planta entra em estado
de inatividade MEDINA (1978). Portanto, o Brasil possui um clima muito favoravel para a
produgdo do fruto, dando ao pais o segundo lugar no ranking mundial de produgdo do abacaxi,
contribuindo com mais de 13% da producio mundial.

O abacaxizeiro frutifica dentro de 24 meses ap6s o plantio, quando as mudas sdo do tipo
coroa. De modo geral, pode-se obter de 15 a 20 mil frutas por hectare, em cada safra, servindo
este valor como média para as variedades.

A época da colheita esta intimamente relacionada & época de plantio e ao tipo e idade da
muda. O plantio no Estado de Sdo Paulo ¢ feito de dezembro a fevereiro, no periodo que coincide
com a colheita das frutas (época de maior produgio) e, conseqiientemente, época favoravel para a

obtencdo de mudas.

10
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2.6.2 - CARACTERIZACAO DA FRUTA

Em vista da grande comercializagfio do abacaxi, tanto no mercado interno como externo, e
também para a inddstria, cuja producio agricola vem aumentando de ano para ano, os produtores
devem procurar manter um padrio de qualidade da fruta a fim de garantir sua comercializaggo.
Para isso, é necessdrio que sejam observadas algumas caracteristicas importantes em relacio a

fruta:

COR: a cor revela nas frutas o seu grau de maturagdo, o que, apesar de ser uma apreciagio
subjetiva, permite distinguir a qualidade do produto. O abacaxi devera apresentar uma coloracio
uniforme, porém sem estar mutto maduro, o que € indispensavel, tanto para a indastria como para

o mercado consurmidor.

TAMANHO: a uniformidade de tamanho ¢ bastante importante, principalmente para a inddstria,
onde os diferentes comprimentos e didmetros das frutas afetam a regulagem das mdquinas

(ginacas, principalmente).

SABOR: é importante conhecer a relagdo Brix/acidez total tituldvel da variedade que vai ser
comercializada ou industrializada. Essa relagdo varia de ano para ano, de acordo com as
condigdes climaticas (principalmente), e também com a estagio do ano. H4, portanto, grandes

variagOes entre as safras de verfo e inverno.

FORMA: esta caracteristica afeta 0 descascamento mecénico e, portanto o rendimento, devendo a
fruta ser de forma cilindrica para evitar uma perda excessiva de polpa nessa operagio., A
variedade Smooth Cayenne de origem havaiana, apresenta frutas mais uniformes e cilindricas do
que a variedade Pérola (brasileira), que vem facilitar em muito o trabalho das ginacas e um menor

desperdicio do fruto na indiistria de compotas.

2.6.3 -COMPOSICAO QUIMICA

O abacaxi apresenta uma variacio muito grande na sua composiciio quimica, de acordo
com a época em que é produzido. De modo geral, a sua produgio ocorre no veréo, sendo sua
colheita uniformizada através da indugio quimica do seu florescimento.

Neste caso, as frutas apresentam maior teor de agticares € menor acidez. Por outro lado, as
frutas produzidas fora da época, ou seja, as frutas tempords, apresentam alta acidez e baixo teor

de agtcares, visto que a produgdo ocorre nos meses que a temperatura ambiente € baixa.

11
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O valor nutricional das frutas de abacaxi depende, principalmente, dos seus agicares
solaveis, das vitaminas ¢ dos sals minerais que contém, uma vez que os teores de proteinas ¢ de
gorduras sdo relativamente baixos.

O abacaxi ¢ uma das frutas mais consumidas nos paises tropicais; sua polpa sucosa,
saborosa e ligeiramente 4cida é muito refrescante. Ao lado das qualidades organolépticas, que o
distinguem universalmente, ha seu alto valor dietético, comparave! ao das melhores frutas
tropicais. O suco de abacaxi € um alimento energético, pois um copo do mesmo propicia cerca de
150 calorias ao organismo humano. O teor de aglicares varia em geral em torno de 12 a 15%, dos
quais aproximadamente 66% sdo de sacarose e 34% de agucares redutores. As cinzas, que
apresentam 0,4-0,6% do peso total, sdo ricas em bases, principalmente em potassio, ao qual
seguem o magnésio e calcio, geralmente em partes iguais, e essas caracteristicas permanecem em
sua maioria nos residuos triturados do abacaxi para o processamento da bromelina, sendo entdo

este residuo de grande interesse por suas caracteristicas de alta riqueza nutricional.

2.7 - CONSUMO DA BROMELINA

A utilizagdo da bromelina na inddstria alimenticia ainda nfio se apresenta como um
mercado atrativo, pois vem sendo largamente utilizada a papaina no amaciamento de carnes, € a
grande barreira seriam romper o cartel de industrias produtoras desta enzima, pois o consumidor
s6 compra a carne amaciada ou amaciante de carnes sem preocupar-se com o principio ativo do
produto. Também, atualmente a Africa do Sul vem produzindo e exportando papaina a precos
sem concorréncia a principio.

A industria de cervejas, onde a bromelina pode ser utilizada como clarificante, aboliu o
seu uso alegando que esta enzima produzia residuos de dificil retirada dos tanques de
armazenagem do produto.

A principal concentragfo estd na industria farmacéutica brasileira uma das indastrias que
mais investe em tecnologias e novos produtos. Recursos aplicados pelas empresas em suas
operacGes foram da ordem de US$ 2 bilhdes no periodo de 1994 a 2000. De 2001 a 2005, estdo
previstos investimentos anuais em torno de US$ 200 milhdes segundo a (FEBRAFARMA).

12
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2.8 - POLIETILENO GLICOL

O Polietileno glicol (PEG), HO-(CH, CH,0), - CH; CH,OH, é um poliéter sintético
neutro, linear ou de cadeia ramificada obtido por polimerizacio do 6xido de etileno e disponivel
em uma variedade de massas molares, de poucas centenas a milhares de daltons. Os dois grupos
terminais (hidroxilas) sdo normalmente usados para ligagdo por afinidade e outros grupos.
Solubiliza-se em agua e em solventes organicos. E também conhecido pelos nomes comerciais de
poliglicol E®, carbovax® e pluacol®, dependendo da empresa que o fabrica. Para massas
molares acima de 20.000 daltons sfio denominados 6xidos de polietileno, PEO, sdo fornecidos em
forma de solugdes incolores estaveis ou pastas se possuem massas molares menores gue 1000. Os
de massas molares elevadas, acima de 1000, sfio encontrados na forma de pd ou de flocos
brancos, podendo ser estocados a temperatura ambiente, embora a 4°C a ocorréncia de oxidagiio
em solucdes seja retardada Harris (1992).

O PEG foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration), por nfo ser antigénico
nem imunogénico, ¢ muito utilizado na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica,
principalmente por excluir, em ambiente aquoso, outros polimeros de sua vizinhanca, nio se
solubilizando com eles. Esta sujeito a modificaces quimicas rapidas controlando a solubilidade e
aumentando o tamanho das moléculas as quais se liga. Nfo provoca a diminuicfo da atividade de

células e proteinas, sendo biodegradavel e atdxico Harris (1992).

2.9 - POLISSACARIDEO DO CAJUEIRO (Policaju)

Gomas podem ser definidas genericamente como substincias poliméricas que, em
solvente ou agente de inchamento apropriado e mesmo a baixas concentragdes, sdo capazes de
formar dispersdes ou solugdes altamente viscosas ou até mesmo gel. Com esta defini¢do, 0 termo
aplica-se a uma vasta variedade de substéncias, incluindo hidrocarbonetos de alto massa molar,
polissacarideos e seus derivados, além de alguns polimeros sintéticos RODRIGUES ef al. (1993);
ROLLER & DEA (1992).

' Industrialmente, no entanto, o termo goma, é mais especifico e estd associado a
polissacarideos e seus derivados. O solvente ou agente de inchamento ¢, neste caso, a dgua.

As gomas industriais podem ser classificadas em naturais e modificadas. As naturais
podem ser obtidas de exsudados de arvore, de sementes, de algas ou por fermentagio

microbioldgica. As modificadas s@io as derivadas de polissacarideos insoliveis, como por

13
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exemplo, a celulose. A TABELA 1 apresenta exemplos de gomas industriais classificadas pela
fonte.

Gomas s#o substincias incolores, inodoras, insipidas e nfo toxicas. Essas propriedades
aliadas a outras mais especificas, conferem as gomas intimeras aplicagles tecnologicas. As
principais industrias consumidoras de gomas hidrossoluveis sfio: a de detergente, a téxtil, a de
adesivos, a de papel. a de tinta, além da alimenticia, farmacéutica ¢ de cosméticos. Nestas
industrias s3o usadas como agentes espessantes, gelificantes, emulsificantes, floculantes,
clarificantes e controladores de caloria. S3o empregadas também como adesivo e inibidor de

cristalizaco, formador de filme e estabilizador de suspensio SPECIAL REPORT (1991).

TABELA 1 - Exemplos de gomas industriais classificadas pela fonte

CLASSIFICACAO DAS GOMAS INDUSTRIAIS QUANTO A FONTE
NATURAIS MODIFICADAS

Exsudado de plantas Carboximetilcelulose

Gomas arabica, caraia, tragacanto, do cajueiro  Hidroximetilcelulose

Hidroxietilcelulose
Extraidas de algas Carboximetilamido
Agar, Alginato, Carragenana Acetato de Amido
Extraidas de sementes Hidroximetilamido
Goma Guar Hidroxipropilamido
Fermentacio microbiolégica Carboximetilguar
Dextrana, Xantana Alginato de propileno glicol

As gomas vegetais oriundas de arvores (ou exsudados vegetais) s@io constituidas
principalmente por heteropolissacarideo, sendo produzidas espontaneamente apés injuria
mecanica ou invasdo microbiana através dos troncos, galhos ou frutos, constituindo-se como
parte do metabolismo normal da planta. Sua produgio parece estar relacionada com algum
mecanismo protetor do vegetal JONES & SMITH (1949); MARQUES & XAVIER-FILHO
(1991). As gomas vegetais podem ser classificadas de acordo com propriedades fisicas como
solubilidade e viscosidade, com relacdo a presenca de dcidos urdnicos (gomas 4cidas ou neutras)
e também se utilizando a estrutura quimica do heteropolissacarideo SMITH & MONTGOMERY
(1959); ASPINNAL (1969); STEPHEN (1983).

14
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O uso de gomas naturais, provenientes dos exsudados e extratos de plantas, vem tomando
grande impulso pelas multiplas e lucrativas possibilidades de industrializacdo. O exsudado do
cajueiro, produzido pela Anacardium occidentale 1., planta nativa do nordeste brasileiro
(FIGURA 1), consiste num heteropolissacarideo ramificado (arabinogalactana acida) exsudado
naturalmente ou através de incisfes do tronco e ramos da arvore como uma goma ou resina de
coloracfo amarelada e solivel em dgua MENESTRINA ef al. (1998); PAULA & RODRIGUES
(1995).

FIGURA 1 - Exsudado obtido de Aracardium occidentale L.

A goma possui caracteristica semelhante & goma ardbica, podendo substitui-la como cola
liquida para papel, na industria farmacéutica, em cosmeéticos, e como aglutinante de cépsulas e
comprimidos, e na induistria alimenticia como estabilizante de sucos, cervejas e sorvetes. Desta
forma, o polissacarideo do cajueiro representa um uso alternativo ndo convencional, podendo ser
utilizado com diferentes finalidades. Existemn estudos da goma do cajueiro com Aarvores
provenientes da india (Madras), Nova guiné (Papua) ANDERSON ef al. (1974); ANDERSON ef
al. (1975) e também com &rvores brasileiras, destacando-se o estado do Ceard como maior
produtor do pais MENESTRINA ef al. (1998); PAULA & RODRIGUES (1995); RODRIGUES
et al. (1993). A goma do cajueiro € constituida por unidades de galactose, arabinose, glicose,
acido urbnico, manose e xilose. Entretanto, tem sido verificado que a percentagem dos
monossacarideos varia de acordo com a regifio geografica. Um possivel fragmento estrutural da
goma pode ser observado na FIGURA 2. A TABELA 2 mostra a composicdo da goma de
Anacardium occidentale L. de diferentes regides.

As arvores produzem cerca de 700g/ ano em goma. A producdo de frutos em arvores com
mais de 25 anos aumenta apos a extracdo da goma PAULA & RODRIGUES (1995). Devido a

importancia da cultura do cajueiro em algumas regides brasileiras, a goma tem apresentado,
15
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recentemente, um crescente interesse industrial, embora a aplicagio deste produto

biotecnologicamente ainda ndo tenha sido explorada.

TABELA 2- Composi¢iic da goma de Anacardium occidentale de diferentes origens

COMPOSICAO (%) | INDIA NOVA GUINE BRASIL
Galactose 61 63 73
Arabinose 14 15 05
Glicose 08 09 11
Ramnose 07 07 04
Manose 02 01 01
Xilose 02 - -
Ac. Glucordnico 06 05 06
R
I
4
gal [
1 gal
4 1
6 +
R — 3 gal &
i gal | — 3 gal
i i
3 3
gal 6 « 1 gai gal6 « R gat
1 I i
3 4 &
3 3 3
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FIGURA 2- Um fragmento estrutural da goma de cajueiro. R representa D-manose, L-ramnose,

L-arabinose ou cadeias de arabinose com liga¢o 1,2. R’ representa D-glicose (glu) ou dcido D-

glucurdnico (glu. a.). Gal representa galactose.

Estudos recentes PAULA & RODRIGUES (1995) sobre a caracterizagio da goma do

cajueiro mostram que esta ¢ uma goma de baixa viscosidade. A viscosidade absoluta em solugdes

de 1% ¢ de 1,0 mPas, encontrando-se dentro dos valores exigidos para a formacdo de uma

dispersio de fases adequada, o que representa uma adequagfio da goma para aplicacZo como
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componente de sistemas bifasicos aquosos, além de constituir um produto de facil obtencdo, ja
que o Nordeste brasileiro € rico nesta fonte natural.

SARUBBO (2000) obteve o diagrama de fase para o sistema PEG4000/Policaju nos pH’s
6,0, 7,0 e 8,0 4 temperatura ambiente. Analisando o comportamento das binodais de cada sistema
frente aos diferentes pH’s Veriﬁcou.que néo houve um deslocamento das binodais (FIGURA 3).
Ainda n#o foram encontrado na literatura dado a cerca da mfluéncia destes pardmetros sobre a
binodal em sistemas polimero-polimero. Obteve as propriedades reologicas dos sistemas bifisico
aquoso que estdo apresentados na tabela 3 e a razdo das fases e tempos de separacio dos sistemas
bifésicos e estdo apresentados na tabela 4.

Por outro lado, para sistemas PEG-Sal observa-se que a variagio do pH provoca o
deslocamento da binodal no sentido da maior concentra¢do dos constituintes das fases com a
diminui¢io do pH FRANCO (1992); HUDDLESTON et al(1991). Para os sistemas bifasicos
PEG-Sais de fosfato estudados por VIDEIRA & AIRES-BARROS (1994), a redugfo do pH de
8,0 para 7,0 aumentou a concentragio de polimero e sais requeridos para a formacéo de fases.
Este efeito pode ser explicado pelo aumento da proporcdo de H,PO, /HPO,* com a diminuigdo
do pH. De fato, como o &nion monovalente € menos efetivo no “salting-out” do PEG, uma maior
concentracio de sal e/ou polimerc torna-se necessaria para obter um sistema bifasico. Estes
resultados sfo corroborados por SARMENTO ef al. (1994) e SEBASTIAO et al. (1994) para

sistemas PEG-Sais de fosfato.

60

% Policaju (p/p)

FIGURA 3- Diagrama de fases do sistema PEG 4000-Policaju nos pH’s 6,0, 7,0 e 8,0 2 25°C + 2°C.

As propriedades reolégicas dos SBA's estudados, viscosidade e densidade estfo
apresentadas na TABELA 3.
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TABELA 3 - Propriedades reologicas das fases dos diferentes SBA em estudo a 25°C + 2°C.

Densidade  Viscosidade Densidade Viscosidade

Linha de Amarragio pH (g/mL) (cP) (g/mL) (cP)

6,0 1,047 2250 1,203 nd

11%PEG4000-20%Policaju

9%PEG4000-18%Policaju 7,0 1,026 242,5 1,199 nd

SARUBBO (2000) verificou que, para as fases superiores, o aumento do comprimento da

linha de amarragdo provocou o aumento da viscosidade devido ao aumento da concentragiio do
sistema.

A alteragfo da viscosidade da fase inferior em fun¢@o do pH ¢ explicada pela variagfo da
densidade de carga na molécula do Policaju. A reducdo do pH acarreta uma menor densidade de
carga, ou seja, repulsfo entre os grupos RCOO" do 4cido glucurdnico, possibilitando que as
cadeias se enovelem, diminuindo assim a viscosidade intrinseca.

Trabalhos realizados com solugdes de pectina, goma ardbica e polissacarideo da palma
gigante demonstraram a diminuigdo da viscosidade com a reducdo do pH. Essa mudanga de
viscosidade se deve a presenca do #cido glucurbnico nestas moléculas REYES (1978),
corroborando com as observagdes visuais para o sistema constituido por Policaju.

Por outro lado, o aumento da temperatura acarretou a redugdo da viscosidade dos sistemas
estudados, possibilitando a quantificagdo deste pardmetro para a maioria das fases inferiores dos
sistemas estudados.

As viscosidades das fases dos sistemas PEG-Policaju na temperatura ambiente (25°C +

2°C) sdo superiores as de outros sistemas polimero-polimero como PEG-Dextrana e PEG-
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Maltodextrina TJERNELD et al. (1986); SZLAG & GIULIANO (1988), encontrando
comparagdes nos sistemas Klucel-L-Pluronic P105 SKUSE e al(1992) e PEG-
Hidroxipropilamido bruto VENANCIO et af. (1993).

A raz@o de fases e o tempo de separagiio dos SBA testados estdo apresentados na
TABELA 4.

De um modo geral, a razdo de fases diminui com o aumento da linha de amarragdo e com
a reducdo do pH. O mesmo comportamento foi observado para o sistema PEG-Arabinogalactana
CHRISTIAN et al. (1998).

O tempo de separagfo das fases em sistemas PEG-Policaju foi bastante curto quando
comparado aos tempos de separag¢@o para outros sistemas descritos na literatura como Klucel-
Pluronic P105 SKUSE ef al. (1992), que embora possua propriedades semelhantes ao sistema

PEG-Policaju, exibe tempos de separagfo muito superiores, entre 1200 e 7200 segundos.

TABELA 4 - Razéio de fases e tempo de separago das fases dos diferentes SBA em estudo

9%PEG4000-18% Policaju 60 25+2 21 4

9%PEG4000-18%Policaju 80 252 . 37 50

13%PEG4000-22%Policaju 20
Sarubbo,2000. |

De um modo geral, o aumento da linha de amarrag@io aumentou o tempo de separacfo das
fases para todos os casos estudados devido ao aumento da viscosidade (TABELA 3), com o
aumento da concentragio do sistema.

A aplicacfio em larga escala de sistemas bifdsicos aquosos estd muito condicionada ao

requerimento relativamente alto de reagentes quimicos. Por outro lado, o tempo reduzido
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requerido para a separacdo das fases, o que afeta diretamente os custos de energia, consiste no
maior fator do baixo custo operacional destes sistemas. Desta forma, a analise do tempo de
separaciio das fases dos sistemas estudados demonstrou que s@o necessarios apenas poucos
minutos para se atingir o equilibrio de fases, independentemente dos comprimentos da linha de
amarracgio e dos pH's testados. Uma vez que a rapidez do equilibrio de fases é fundamental para o
"scale up" de um processo CABRAL & AIRES-BARROS (1993), os sistemas PEG-Policaju
parecem atender perfeitamente a esta condicfio, facilitando a viabilidade comercial nio s6 da

aplicacdo do sistema, mas também do equipamento necessario ao processo de separagio.

2.10 - FOSFATO DE POTASSIO MONOBASICO E DIBASICO.

Os fosfatos sdo sais inorganicos, amplamente conhecidos. Sfo utilizados em sistemas
bifasicos aquoso do tipe polimero/sal e, portanto, formar duas fases na presenca do polimero.
Além disto, apresentam um menor custo em relacfio a dextrana e maior facilidade de utilizacdo
industrial FORCINITI ef al. (1991-a). '

O fosfato de potassio monobasico, que também é conhecido como fosfato diacido de
potassio, tem massa molar 136,09 g/mol e sua férmula molecular ¢ KH;PQy4 (anidro). Em solugio
a 5% e temperatura de 25°C seu pH fica entre 4,1 a 4,5. A sua cinética de dissolucio em 4dgua é
lenta, sendo necessario aquecer o sistema para a dissolugfo total do sal a altas concentragdes.

O fosfato de potassio dibédsico anidro tem massa molar 171,18 g/mol e sua féormula
molecular ¢ KoHPO4 Em solugdo a 5% e temperatura de 25°C seu pH fica entre 8,5 a 9,6 ¢

apresenta cinética de dissolugfio em agua mais rdpida que o monobésico.

2.11 - SEPARACAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS

O processo de separagfio e purificagiio de bioprodutos, também chamado “downstream
processing”, € atualmente um segmento muito importante na industria tecnoldgica, pois pode
chegar a representar de 80 a 90% do custo de produgfio. Portanto, o desenvolvimento de um
processo eficiente e de baixo custo ¢ de extremna importincia BELTER ef al. (1988).

A grande questdo ao iniciar um processo de purificagfio € o grau de pureza exigido para a
proteina. Proteinas para fins terapéuticos ou de uso direto em seres humanos necessitam de um
alto grau de pureza, 0 que ndo € necessario para enzimas que serdo aplicadas em processos

industriais. Em uma purificagfio em larga escala, o processo normalmente consiste de 4 a 6 etapas
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que podem ser divididas em dois grupos. O primeiro ¢ formado pelos processos de recuperacio
da proteina que consiste nas seguintes etapas:
« Separacéio das celulas;  Ruptura das células; » Separacéio dos fragmentos;

» Concentracfio da proteina.

No segundo grupo o objetivo € purificar a proteina, utilizando-se das seguintes etapas:

e Pré-tratamento ou isolamento primario; & Purificagéo de alta resolugdo;

e Refinamento final.

Para purificacdo de proteinas encontram-se muitas dificuldades, do ponto de vista técnico,
e exige um elevado numero de etapas. Por exemplo, a remocgdo dos fragmentos das células é
dificil devido ao pequeno tamanho das particulas e viscosidade da solugdo. As etapas de
concentracio podem levar a baixos rendimentos e reprodutibilidade limitados. Os procedimentos
de alta purificagfio, como a cromatografia, sdo limitados pela escala de operacSes e pelo custo das
resinas. Por isso, a extragdo liquido-liquido vem despertando tanto interesse a fim de ser utilizada
como uma etapa intermedidria de separagdo, que substitul métodos de separagfio mais caros ou
diminui o niimero de etapas de separagfio necessdrias ao processo RABELO (1999).

A purificagfo e separacdo de proteinas baseadas nos principios de parti¢do em sistemas de
duas fases aquosas tém sido muito desenvolvidas nos ltimos anos. Essa técnica de extragio
parece ser especialmente adequada para as primeiras etapas dos procedimentos de separa¢fo, mas
pode substituir etapas cromatograficas ou ser aplicada antes da cromatografia HUSTEDT er of
(1985).

2.11.1 - EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

Uma situagfio muito comum na Engenharia Quimica é a separagiio dos constituintes de
uma mistura liquida homogénea composta de dois ou mais componentes. Para realizar esta
separacdo existern vérios métodos cwa aplicacio € limitada pelas caracteristicas fisicas e
quimicas dos componentes da mistura a ser separada, pelos custos dos processos de separagéo e

pelas condi¢Ses disponiveis para a implantagio do processo escolhido.

A extracfo liquido-liquido, um dos principais métodos de separagdo adotados
industrialmente, ¢ um processo que envolve a transferéncia de massa entre dois liquidos
imisciveis ou parcialmente misciveis. Na extra¢fo liquido-liquido, a separagio de um

componente de uma solug@io liquida homogénea ocorre pela adicBio de um constituinte liquido,

21



Campese, G.M. Revisfo Bibliografica

insolivel ou parcialmente soluvel. O soluto difunde-se no solvente com uma velocidade
caracteristica até atingir as concentragdes de equilibric em cada uma das fases formadas. Este
processo de separac@io ¢ baseado na distribuicfio do soluto entre duas fases e na miscibilidade

parcial dos liquidos.

O conhecimento das relagbes de equilibrio de fases ¢ fundamental para as andlises
quantitativas para o processo de extragdo. As relagdes de equilibrio de fases sdo baseadas em
principios termodindmicos e representadas por diagramas estabelecidos por leis de distribuigdo
dos constituintes entre as fases. Na extracio liquido-liquido, o efeito de pequenas variagfes de
pressdo sobre o equilibrio ¢ insignificante, restringindo a aten¢fio 4 influéneia da temperatura e da

concentracio COIMBRA (1995).

Geralmente, a extragio liquido-liquido ¢ empregada nos casos em que os componentes
sejam sensivels & temperatura requerida para a separagfo, quando o componente desejado seja
pouco volatil e esteja presente em pequena quantidade na solugfio ou quando a separagio por

outros métodos tenha alto custo, entre outros casos.

Quanto 2 viabilidade econdmica dos processos que empregam a extracio liquido-liquido,
esta ¢ fortemente influenciada pelos custos do equipamento e pelos custos de recuperagio e
reposicio do solvente. O custo de operagdo de um extrator liquido-liquido (consumo de energia
mais manutencio) é geralmente negligenciavel comparado aos outros fatores HANSON (1968 a e
b).

Embora aplicada com sucesso ha muito tempo, como uma técnica de separagdo
laboratorial, sua utilizacdio a nivel industrial iniciou-se nas primeiras décadas do século XX,
quando se procurava um método que resolvesse o problema da remocfio de hidrocarbonetos
arométicos do querosene. Principalmente depois da Segunda Guerra Mundial, teve grande
desenvolvimento na industria, alcancando os mais diversos setores. Atualmente, é empregada
com sucesso, em larga escala, em varios setores industriais tais como, extracdo de metais,
extracdo de compostos orgénicos, como acidos e alcool, purificacdo de antibidticos, indistria
farmacéutica e¢ para tratamentos de efluentes industriais, entre outros. Sua maior aplicagio
concentra-se na industria petroquimica e mais recentemente a extragfio liquido-liquido vem sendo
estudada e aplicada na 4rea de Biotecnologia para a purifica¢do e extragdo de biomateriais, como

enzimas e proteinas.
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Alguns fatores que estimulam o emprego da extragdo liquido-liquido sio HUMPHREE (1984):
Perspectivas de economia em comparacio a outros processos de separagdo.

Possibilidade de evitar a degradagfio de compostos, devido ao efeito da temperatura, que pode ser

causada por processos de separacio que fazem uso da energia térmica.

Desenvolvimento de equipamentos de extracio bastante eficientes e que promovem um contato

entre as fases mais efetivo.

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

processo de extragdo.

A extragio liquido-liquido pode ser realizada de diversas formas por meio de varios tipos
de equipamentos, mas sempre seguindo os mesmos principios basicos de contato entre os
liquidos, transferéncia de massa, equilibrio de fases e separagfo de fases. Esta separacfo de fases

comumente ocorre pelo processo de decantagio RABELO (1995).

2.11.1.1 - CONCEITOS BASICOS
Em um processo de extragfo liquido-liquido, sdo usadas as seguintes denominagdes:
Soluto - € o constituinte a ser extraido e que se encontra dissolvido no diluente;

Alimentacio - é a solugdo constituida pela mistura do soluto e diluente, a qual se deseja

separar;
Solvente - E o liquido destinado a extrair os solutos da solucgo de alimentacfio;

Diluente ou Inerte - € o liquido no qual se encontram dissolvidos os solutos, é um dos

componentes de alimentacio;

Extrato - é a fase liguida rica em solvente, que contém o soluto extraido dissolvido. E

uma corrente de saida da coluna;

Rafinado - € a fase liquida que retém essencialmente o diluente ou inerte. E também uma

corrente de saida da coluna.

Os solventes utilizados devem ser compostos que tenham densidades diferentes da

densidade de alimentagfo. Por esse motivo, as expressdes "fase leve" e "fase pesada” sfo usadas
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para nomear as correntes que fluem na coluna. A fase de menor densidade ¢ chamada de "fase

leve" e a fase de maior densidade € chamada "fase pesada".

Durante um processo de extracio varios padrdes de comportamento acontecem no interior
do extrator, sendo que alguns desses fendmenos prejudicam o processo de transferéncia de massa.

Os fendmenos mais conhecidos sfo definidos a seguir:

"Hold-up" - ¢ a fracdo de retencfio da fase dispersa, que ¢ a razio do volume da fase

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

Inundacio - ocorre quando as condi¢Ges de operacio na coluna impedem o escoamento
contracorrente das fases e a dispersio de uma fase na outra. Nessa situag8io, as correntes entram e
saem da coluna em uma mesma extremidade. Assim, npdo ha contato entre as fases e a

transferéncia de massa ndo € possivel.

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

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

também devido 4 presenca de gotas muito pequenas ou turbuléncia excessiva.

"Backflow" - é o retorno axial da fase continua. Ocorre quando a fase continua €

carregada em dire¢do oposta a esperada HANSON (1968 b).

Coalescéncia - é um fator importante em processos de extragfo liquido-liquido. A
coalescéncia é necessaria para a separagdo das fases, mas em determinadas condi¢Ses, é
prejudicial a extragio, por aumentar o tamanho das gotas.

A coalescéneia se opOe a geragdo de gotas no interior da coluna e consiste na
recombina¢do de gotas, originando gotas maiores ou "por¢des” da fase dispersa nos estagios da
coluna. Este comportamento estd relacionado com a quantidade de gotas presente na mistura
entre as fases e com a freqiiéncia de colisio das gotas. Segundo HANSON (1968 a), a
coalescéncia das gotas da fase dispersa em uma fase continua ¢ fundamental para ocorrer a
separacdo das fases. Em geral, quanto menor o tamanho das gotas, mais lento € a coalescéncia e
maior sera a tendéncia da solucdo emulsificar. Por outro lado, se a agitacdo imposta as fases ¢
pouco intensa, a coalescéncia também poderd ocorrer, desde que nio haja o fornecimento de

energia suficiente para promover a fragmentacio do liquido em gotas GOIS (1995).
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2.11.1.2 - COLUNAS PULSADAS

As colunas agitadas por pulsagdes, apesar de utilizarem mais energia em sua operagio,
oferecem a grande vantagem de proporcionarem taxas de transferéncia de massa e eficiéncias
bem mais elevadas do que outros tipos de equipamentos. Isto acontece porgue neste tipo de
extrator, a forma de agitaciio (pulsagfio) ¢ introduzida no sistema na mesma diregio de
escoamento das correntes no interior da coluna, o que deve favorecer um contato mais intenso

entre as fases, sem prejudicar o escoamento de ambas as fases.

O primeiro trabalho apresentado sobre colunas agitadas por pulsagdes foi proposto por
van DIJCK (1935). Neste trabalho, o autor propds um novo tipo de equipamento para extracio
Hquido-liquido, com a principal finalidade de obter-se o méaximo contato entre duas correntes
liquidas. O principio de funcionamento desta coluna consta basicamente do seguinte: as correntes
liquidas sd3o introduzidas em contracorrente, formando por¢des de cada uma delas nos varios
compartimentos da coluna. Assim, em cada estdgio (cada se¢do da coluna formada por um prato)
sdo formadas duas camadas liquidas distintas, a superior de liquido leve (de menor densidade) e a
inferior de liquido pesado (de maior densidade). Com o movimento alternativo dos pratos,
quando estes se movem para cima, o liquido pesado atravessa os furos dos pratos na forma de
jatos, sendo disperso como gotas na camada de liquido leve do estigio anterior. De forma
analoga, quando os pratos se movem para baixo, o liquido leve ¢ injetado nos furos do prato

superior, se dispersando na camada de liquido pesado.

van Dijck (1935) propds também um outro tipo de coluna, em que os pratos séo fixos e 0s
fluidos pulsados por meio do emprego de bombas alternativas. Este equipamento, conhecido
como coluna de fluxo pulsado, também apresenta boas taxas de eficiéncia, segundo os autores. Ja
que estes extratores ndo t€m partes moveis, encontram extenso uso no processamento de solugdes
radiativas em trabalhos com energia atdmica, onde podem ser colocados sob pesados campos de

radiagfo sem requerer manuten¢io TREYBAL (1968).

Virios autores, entre eles SMOOT e BABB (1962), KHEMANGKORN ez al. (1978),
DUARTE er al. (1992) e GOIS (1995), ja apresentaram estudos sobre colunas agitadas por
pulsacdes, porém, a maioria se refere as colunas com fluxo pulsado. Todos os trabalhos mostram
que este tipo de equipamento ¢ bastante eficiente. Os sistemas liquidos estudados nestes trabalhos

foram formados por agua/ solventes organicos.
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KHEMANGKORN et al. (1978) analisaram a influéncia da diregio de transferéncia de
massa e de vérios pardmetros no desempenho e na eficiéncia de uma coluna de fluxo pulsado.
Observou-se que a diregdo de transferéncia de massa exerce pouca influéncia sobre a altura de

uma unidade de transferéncia.

DUARTE et al. (1992) apresentaram um estudo da hidrodindmica e transferéncia de
massa em uma coluna pulsada de discos e coroas. O sistema liquido ternério usado foi dgua-4cido
malico-alcool amilico, sendo que a transferéncia de massa se realizou da fase continua (agua)
para a fase dispersa (dlcool amilico). A intensidade de pulsagdo, definida pelo produto da
amplitude e freqiiéncia, variou de 0,6 a 1.8 cm/s. Verifica-se que hd um aumento de eficiéncia
com o aumento da velocidade de pulsacio at€¢ um mdaximo, a partir do qual esta comega a
diminuir. Eficiéncias superiores a 90% foram encontradas (esta eficiéncia é baseada na
comparacio com o equilibrio — Eficiéncia de Murphree). Os dados de equilibrio para este sistema
foram determinados experimentalmente.

RABELO (1999) utilizou uma micro-coluna por campénulas pulsadas utilizando um
sistema de duas fases aquosas para a purificagdo do Citocromo b5 e Ascorbato Oxidase HIROSE
(2001) utilizou também a mesma micro-coluna com sistema de duas fases aquosas para a

extragdo da Tripsina.

2.11.1.2.1 - REGIOES DE OPERACAQ EM COLUNAS PULSADAS

As regides de operagio em colunas pulsadas s@io definidas como faixas de operagio

derivadas do comportamento das fases nas colunas GOIS (1995).

SEGE E WOODFIELD (1954) foram os primeiros autores a descreverem as regides de
operacdo em colunas pulsadas. Para isso, estes autores construiram graficos em que foram
relacionados a carga total de alimentacgio (V; + V) com a freqiiéncia de pulsacio e definiram a
existéncia de zonas ou regides de operacgfio distintas. A seguir € apresentada uma breve descrigéo

de cada regido de operacio.

1-Regiio de operacio de completa inundagio: SEGE e¢ WOODFIELD (1954)
definiram o ponto de inundagdo ("flooding") como sendo a condi¢io de operagfio em que as
correntes de alimentacio da coluna e de entrada do solvente sio 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
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fase continua sfo rejeitadas por esta fase. N&o se dispersam e assim, nfio ascendem até o topo da
coluna, devido as condigdes nas quais o equipamento ¢ operado. Este tipo de operagfo €

totalmente indesejavel em qualquer equipamento de contato continuo.

2-Regifio de operagio de inundaciio por pulsacgio insuficiente: Esta regido ¢ parecida
com a anteriormente descrita, por se fratar de uma regifo de operago de inundag&o. Nesta regido
de opera¢#o, a inundac@o é causada pela baixa quantidade de energia que € fornecida a coluna.
As correntes liquidas nfo conseguem ultrapassar os furos dos pratos e retornam pela mesma

extremidade em que entraram na coluna.

3-Regido de operacio de mistura-decanta¢iio: A opera¢fio de mistura-decantagio,
segundo SEGE E WOODFIELD (1954), ocorre em baixas cargas (vazio total que entra na
coluna) e freqiiéncias, sendo caracterizada pela separacdo das duas fases (leve e pesada), sob a
forma de camadas distintas entre os pratos durante o pulso. Este tipo de operacio ¢ altamente
estavel, porém menos eficiente quando comparada com a operagio da mesma coluna em

condigdes de emulsao.

4-Regifio de operacio de emulsiio: A operacio tipo emulsdo ocorre a cargas e
freqiiéncias mais elevadas que a da operagdo mistura-decantag@io, sendo caracterizada pelo
pequeno tamanho das gotas produzido. E uma dispersdo uniforme da fase leve na pesada,
apresentando, portanto, pequena variagdo durante o pulso. A grande area de contato interfacial
por unidade de volume faz com que este tipo de operagfo seja mais eficiente que os apresentados

anteriormente.

5-Regifio de operagiio instdvel: A operacdo instavel ocorre a cargas e freqliéncias ainda
mais elevadas que as da regido de emulsfo, A mistura das fases forma gotas grandes ou porcdes

de liguido com forma irregular, devido principalmente a coalescéncia das gotas da fase dispersa.

2.11.1.3 EFICIENCIA DE EXTRACAO

Dois aspectos distintos sobre eficiéncia de extragdo devem ser considerados: o primeiro,
diferencia o comportamento real do ideal e o segundo trata a eficiéncia em termos de mecanismos
de transporte de massa. Baseadas nestes aspectos, varias defini¢cGes de eficiéncia tém sido

propostas Lo et al. (1982).

Das defini¢des de eficiéncia encontradas na literatura, considerou-se as de KAWASE
(1990) e de MURPHREE (1925).
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A eficiéncia definida por KAWASE (1990) € baseada nas concentragdes de soluto em

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

Iy == - (D)

Onde: ¢ ¢ a fragdo massica de soluto na alimentagio,
¢, é a fragdo massica de soluto no refinado.

Esta definigio matematica pode ser chamada de Indice de Recuperacio do Soluto,

percentagem de extragdo 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 correlacfio acima proposta. Foi necessario determinar as concentracdes das

fases do topo e do fundo da coluna.

A segunda definicdo de eficiéncia, que pode ser usada, ¢ uma correlagio experimental que

descreve a eficiéncia de separagéo do extrator em estudo, equacionada da seguinte forma:

E ‘= M (2)
Y=V,
MURPHREE (1925) apresentou esta definigio matematica de eficiéncia, chamada
Eficiéncia de Murphree.

Chegou-se a esta definicdo por meio de uma modelagem, fazendo-se uso de
conhecimentos de andlise dimensional. Esta equacfio representa a relagio entre a eficiéncia obtida
no equipamento (eficiéncia ideal) e a que seria obtida se o tempo de contato entre as fases fosse
suficiente para se atingir o equilibrio (eficiéncia real), portanto representa o desvio em relagdo ao
equilibrio. Esta equagdo € muito importante para fins de comparagfio e projeto de equipamentos
de extracdo. Nesta definigio, yr ¢ a concentragio de soluto (fragio molar) que se encontraria na
fase refinado se o sistema estivesse em equilibrio com a fase extrato. Para uso da equacéo 2,
¢ necessario o conhecimento das condigdes de equilibrio para o sistema liquido ternario, o que

pode ser obtido experimentalmente ou através de teorias termodindmicas.
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2.12 - DIAGRAMA DE FASES

Em principio a maioria, se ndo todos, os polimeros hidrofilicos, naturais ou sintéticos
miscivels com a dgua mostram separag@o de fase em uma mistura com um segundo poli!hero ou
com sais. As composi¢gdes das fases e as concentragSes das misturas polimero-polimero ou
polimero-sal necessarias para que ocorra a separag@o das fases podem ser representadas num
diagrama de fases. A Figura 4 representa esquematicamente o diagrama de fases para um sistema
polimero A — polimero B — dgua. Neste, as concentracdes dos polimeros sfio expressas em %
(p/p), designando-se por binodal a linha curva que divide o diagrama em duas dreas distintas. A
separacio das fases ocorre apenas quando as misturas dos dois polimeros possuem composi¢des
representadas por pontos acima da binodal (ponto F), enquanto que misturas representadas por
pontos abaixo da binodal (ponto D) resultam numa solucdo homogénea CABRAL & AIRES-
BARROS (1993).

Palimero & %

Polimerao B %%

Figura 4: Diagrama de fases representativo de um sistema polimero A — polimero B — agua.
Misturas representadas por pontos acima da curva (ponto F) resultam em sistemas
bifasicos, enquanto que misturas representadas por pontos a baixo da curva (ponto D)

resultam em sistemas unifasicos.

O comprimento das linhas de amarracdo € responsavel por muitos efeitos envolvidos na
particio dos componentes. A teoria de Flory-Huggins prevé que o coeficiente de particio
aumenta exponencialmente com o aumento da diferenca da composi¢iio entre as fases. De
maneira geral o aumento das linhas de amarragfo promove alterag@io da parti¢do das proteinas
CARLSON (1988).
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2.12.1 - TERMODINAMICA DO DIAGRAMA DE FASES

Existern dois pontos de vista importantes na for¢a motriz da separago de fases do sistema
bifasico aquoso polimero-polimero. A teoria desenvolvida por FLORY e HUGGINS (1941), tem
sido utilizada para descrever a termodinamica que leva a separacio das fases. O caminho mais
simples para discutir suas hipdteses € apresentado na expressiio geral da energia livre de Gibbs de
mistura a pressdo e temperatura constantes:

AGp = AHp - TAS , 3)

em que AGp, AHm, AS, € t referem-se a energia livre de Gibbs de mistura, 4 entalpia de mistura,
entropia de mistura e temperatura, respectivamente. Se AG,, € negativo, a mistura dos polimeros
com agua resultard numa solucdo homogénea. Se AGy, € positivo, a separacio de fases ocorreri.
A teoria de FLORY-HUGGINS (1941) sugere que se as concentragdes das solugdes de polimeros
sdo baixas, existird apenas um pequeno ganho de entropia na mistura dos polimeros em agua.
Entretanto, uma vez que a cadeia do polimero tem uma area superficial muito maior do que os
compostos de baixa massa molar, as interagbes entre os segmentos das duas moléculas de
polimero, que sio geralmente desfavoraveis, levardo a um AH,, positivo que dominard o AG, da
expressfio (FLORY, 1953). O AGy, positivo resultara na separagfio das fases. Portanto pode-se
concluir pelo uso da teoria de FLORY-HUGGINS (1941) que a Agua ndo possui um papel
importante na separagéo das fases, mas sim apenas as interagfes entre os polimeros.

. Por outro lado, ZASLAVSKY et al. (1989) afirmam que a estrutura da dgua também deve
ser considerada na separacio de fases. Sua teoria baseia-se nas propriedades fisico-quimicas da
agua (constante dielétrica, tempo de relaxamento dielétrico, afinidade relativa da agua para o
grupo CH; e polaridade total), ou seja, a 4gua nfio se comportaria como um solvente inerte sendo
capaz de interagir em multiplas liga¢des covalentes, como também em pontes de hidrogénio em
um Unico segmento dos polimeros hidrofilicos envolvidos. Estes autores baseiam-se no fato de
que se alterando diferentes fatores tais como temperatura, solventes orgénicos, sais inorganicos,
efeitos similares sdio produzidos no comportamento do diagrama de fases. O ponto que esses

fatores tém em comuumn € afetar a estrutura da dgua.

2.12.2 - FATORES QUE INFLUENCIAM O COMPORTAMENTO DO DIAGRAMA DE
FASES
O diagrama de fases de um determinado sistema pode ser influenciado por muitos fatores

como a concentraco e massa molar dos polimeros, temperatura, adigco de sais e pH, embora os
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mecanismos e os efeitos através dos quais estes pardmetros influenciam a separagio das fases
ainda nfo estejam completamente compreendidos KULA er al. (1982).

De modo geral, aumentando a massa molar de um dos polimeros a separagfio das fases é
obtida com concentragdes mais baixas de polimeros, isto €, a binodal sofre um deslocamento no
sentido da origem no diagrama de fases e as fases apresentam um maior contetido em agua.
Quanto maior for a diferenca entre as massas molares dos polimeros, mais assimétrica serd a
binodal ALBERTSSON (1986).

O efeito da temperatura € muito diferente de sistema para sistemna, dependendo do tipo de
polimero usado. Normalmente, sistemas bifdsicos aquosos compostos por polimero-sal, como os
sistemas PEG-fosfatos, formam mais facilmente duas fases a temperaturas elevadas, ocasionando
uma diminui¢3o nas concentragdes de polimero e sal necessarios a formacgfo de duas fases. Pelo
contrario, sistemas polimero-polimero, como o PEG-Dextrana, formam com mais facilidade duas
fases a temperaturas mais baixas, o que promove uma aproximac¢io da binodal da origem do
diagrama de fases.

O efeito da adigdo de sais no diagrama de fases varia com o sal adicionado e com o
sistemna bifasico aquoso. Os sistemas de sais contendo polimeros ndo idnicos como Polietileno
glicol e a Dextrana, praticamente ndo so afetados pela adigo de baixas concentracdes de sais
univalentes (por exemplo, o NaCl), que possuem coeficiente de parti¢io proximo a 1.
ZASLAVSKY ef al. (1986 ¢ 1987) demonstraram que o aumento da concentragio de sais
monovalentes (maiores que 0,1M) em sistemas PEG-Dextrana altera a composigfo das fases sem
provocar alteragdes significativas na binodal. Contudo, sais multivalentes como fosfato e sulfato
possuem preferéncia para a fase inferior rica em Dextrana, alterando assim a composigdo das
fases e deslocando a binodal para a origem do diagrama de fases. O efeito do tipo e concentragéo
de sais nos sistemas PEG-Dexfrana, no entanto, nio pode ser generalizado para outros sistemas.
Ja a separacio de fases em sistemas contendo polimeros carregados € bastante dependente da
composicio idnica. Quanto a adi¢do de sais a sistemnas constituidos por polimero-sal, quanto
maior a carga do dnion, mais baixa a concentragdo de sal necesséaria para que ocorra a separagio
das fases. Relativamente aos cations, a tendéncia para formar duas fases segue a ordem Na’
>Mg"™ >Zn™* >Li". Contudo, a contribui¢io do 4nion para a eficicia de um determinado sal em
promover a separacio das fases € muito mais importante do que a contribuigdo do cétion
ALBERTSSON (1986); DIAMOND & HSU (1992).
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O efeito do pH na separacdo das fases foi estudado por HUDDLESTON er al. (1991) para
o sistema PEG-fosfato de potdssio. Observou-se que o aumento do pH de 6,0 para 9,2 deslocou a

binodal no sentido de menores concentracdes de polimero e sal.

2.12.3 - PROPRIEDADES FiSICAS DAS FASES

A tensdo interfacial entre as fases em SBA ¢ muito pequena, algumas ordens de grandeza
inferiores as correspondentes dos sistemas aquoso-orgdnico e orginico-orginico, sendo, no
entanto mais elevada em sistemas PEG-Sal do que em sistemas PEG-Dextrana KULA (1985).
Sistemas bifasicos aquosos compostos por Dextrana e Polietileno glicol exibem tensGes
interfaciais da ordem de 107 Nem™, enquanto sistemas butanol-dgua e etanol-solugdes salinas
apresentam valores cerca de mil vezes superiores. Assim, a agitagfio mecénica da mistura produz
bolhas muito pequenas, mesmo sem grande consumo de energia, o que contribui
significativamente para que o equilibrio na formacfio das fases se estabeleca rapidamente. Esta
baixa tensfo interfacial dos SBA minimiza também a desnaturagio de biomoléculas que
condensam na interface, preservando a sua atividade bioldgica ALBERTSSON (1986). A tensdo
interfacial aumenta, no entanto com a concentracio dos polimeros, ou seja, com o afastamento do
ponto critico DIAMOND & HSU (1992).

Devido ao elevado contetido em 4gua nos SBA, a densidade das fases é aproximadamente
igual a 1 ALBERTSSON (1986). A diferenca de densidade entre as fases nestes sistemas também
¢ pequena, sendo maior para sistemas PEG-fosfatos (0,04-0,1) do que para sistemas PEG-
Dextrana (0,02-0,07) KULA (1985).

A viscosidade das fases estd diretamente relacionada com o aumento da massa do
polimero; geralmente, quanto maior for a massa molar do polimero, mais elevada é a viscosidade
das duas fases em equilibrio ALBERTSSON (1986). Entretanto, o aumento da viscosidade com a
massa molar do polimero pode ser minimizado pelo fato de que, quando se usam polimeros de
elevada massa molar, sio necessarias concentragbes mais baixas destes polimeros para a
formacgio das fases. De fato, a viscosidade de uma solugio de polimero € extremamente
dependente da sua concentragdo TJERNELD & JOHANSSON (1990); CABRAL & AIRES-
BARROS (1993).

A pressiio osmotica das fases € pequena devido as elevadas massas molares dos polimeros

formadores das fases. Quando as fases estfo em equilibrio, a pressdo osmética ¢ a mesma para
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ambas. Em elevadas concentragbes dos polimeros, a pressio osmotica € independente da massa
molar ALBERTSSON (1986).

(O tempo necessario para obter a separagfio das fases depende da diferenca de densidade,
das viscosidades e da tensdio interfacial das fases. Pontos préximos ao ponto critico, onde a
diferenca de densidade entre as fases ¢ muito pequena, e pontos afastados do ponto critico, onde a
viscosidade é elevada devido ao aumento da concentragio dos polimeros, requerem tempos de
separacdo longos. O tempo de separagio das fases depende também do tempo necessario para que
as pequenas bolhas coalesgam, dando origem a bolhas maiores, pelo que a baixa tensfo
interfacial que caracteriza estes sistemas dificulta a separaciio das fases. O tempo de separacdo
das fases depende ainda da razio de volumes entre as fases se estas tiverem viscosidades
diferentes. Se a fase mais viscosa for a de maior volume, a separacdo das fases sera mais lenta.
Os sistemas PEG-Dextrana e PEG-Sal sfo 0s que possuem tempos de separagio mais curtos (5-
30 minutos), enquanto que os sistemas Dextrana-Ficol e Dextrana-Metilcelulose possuem os
tempos de separa¢do mais longos (1-6 horas) ALBERTSSON (1986).

As propriedades fisicas dos sistemas bifésicos aquosos podem ser alteradas por
manipulagiio de sua concentracio e composigio dos polimeros ¢ sais. Sendo aquosos, os sistemas
podem ser tamponados ou tornados isoténicos. Deste modo, a particio de moléculas e de
particulas biologicas pode ser explorada para obtengdo de separagdes que de outro modo seriam
dificeis de serem realizadas DIAMOND & HSU (1992).

2.13 - TIPOS DE SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS

Existe uma grande variedade de polimeros hidrofilicos, naturais ou sintéticos, capazes de
gerar a separagdo das fases ao se misturarem com um segundo polimero ou um composto de
baixa massa molar, como um sal. Alguns exemplos desses sistemas encontram-se na tabela 5.
Entre eles, os mais estudados sfo PEG/Dextrana ¢ PEG/Fosfato de Potdssio. Nos livros de
ALBERTSSON (1971, 1986) encontram-se detalhados varios sistemas de duas fases aquosas
com os respectivos diagramas de equilibrio, descrevendo também as suas propriedades fisico-

quimicas,

A escotha desses componentes das fases foi ao acaso, mas aparentemente perfeita, ja que
os coeficientes de parti¢do nestes sistemas sfo atraentes nas faixas normais de separacio KULA
(1990).
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Em principio, todos os tipos de sistemas de duas fases aquosas podem ser empregados na
separacdo de biomoléculas. No entanto, quando se considera o sistema em larga escala, onde os
critérios de custo, quantidade de reagentes, tempo de separacdo das fases e reciclagem dos
componentes ndo podem ser desprezados, o nimero de sistemas capazes de conjugar os
requisitos necessarios ¢ bastante reduzido. De acordo com estas limitagdes, os sistemas usados no
processamento em larga escala tém sido restritos aos sistemas constituidos por PEG-Dextrana e
PEG-Sal, por estarem disponiveis no mercado em grandes quantidades, serem atéxicos, passiveis
de esterilizacdo e apresentarem uma maior faixa de aplicagdo e propriedades fisicas adequadas,
principalmente com relagdo a diferenca de densidade e viscosidade. A adi¢do de PEG e Dextrana
em alimentos € permitida em muitos paises, enquadrando-se deniro da legislacdo para o trabalho
com produtos alimenticios e farmacéuticos. O mesmo pode ser dito para alguns tipos de sais de

citratos, fosfatos e sulfatos COIMBRA (19953).

Tabela 5 - Exemplos de sistemas de duas fases aquosas ALBERTSSON (1986).

Polietilenoglicol- Dextrana
Polietilenoglicol- Ficol
Polietilenoglicol- Fosfato de Potassio
Polipropilenoglicol- Polietilenoglicol
Polipropiienoglicol- Dextrana
Polipropilenogligol- Glucose
Polipropilenoglicol- Fosfato de Potassio
Metilcelulose- Dextrana
Polivinil &lcool- Dextrana

2.14 - SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS MAIS ESTUDADOS

Existe uma grande variedade de polimeros hidréfilos, naturais ou sintéticos, capazes de
gerar a separacio de fases ao se misturarem com um segundo polimero ou com um soluto de
baixa massa molar, como um sal.

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

biomoléculas. No entanto, quando se considera o aumento de escala onde critérios como custo,
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quantidade de reagentes, tempo de separagio das fases e reciclagem dos componentes ndo podem
ser desconsiderados, 0s ntimeros de sistemas capazes de conjugar os requisitos necessarios €
bastante reduzido.

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

Para combater a falta de competitividade econdmica dos sistemas bifésicos constituidos
por PEG e Dextrana tem-se recorrido quase exclusivamente a sistemas PEG-Sais. Os mais
empregados na aplicagfio em grande escala destas técnicas de purificacfio sfo os sistemas PEG-
fosfato e PEG-sulfato BOLAND er al (1991); PAPAMICHAEL et al (1992). Estudos
comparativos sobre a aplicagdo de vérias técnicas de purificagdo mostram que estes sistemas
podem competir com outros métodos de purificacgo.

Sistemas bifasicos PEG-Sais apresentam, no entanto, alguns problemas que limitam sua
aplicabilidade. Estes sistemas formam-se com elevadas concentragfes de sal em ambas as fases,
normalmente superiores a 1M, o que pode causar a desnaturacfio de estruturas biol6gicas LIN er
al (1996); KULA et al.(1989). Estes sistemas apresentam ainda o inconveniente de adicionarem
elevadas concentragdes de fosfatos e sulfatos aos efluentes industriais. Para superar este
problema, estudos com o sistema PEG-Citrato tém sido efetuados para a substituicdo dos
sistemnas anteriores VENANCIO (1996).

Outra forma de evitar o inconveniente do elevado custo associado ao sistema PEG-
Dextrana reside na utilizacdo de polimeros alternativos. Nos ultimos anos, devido 3 necessidade
de desenvolvimento de novos sistemas, um elevado nimero de polimeros tem sido testado com

vistas a aplica¢fo em sistemas bifasicos aquosos.

2.15 - RECUPERACAO DOS PRODUTOS

O aspecto final a se considerar quando se pretende aplicar a parti¢io bifasica aquosa 2
purificagdo de moléculas biolégicas, consiste na separacio da molécula biologica (produto
desejado) dos polimeros constituintes do sistema bifdsico aquoso.

Os primeiros trabaihos encontrados na literatura ALBERTSSON (1986) reportavam que a

remocio dos polimeros do sistema era um obstaculo para a aplicag@o de SBA em larga escala. No
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entanto, observa-se, por exemplo, que a ultrafiltrac@o pelo uso de membranas semi-permesveis
com poros seletivos € uma forma rapida e eficiente de se remover os polimeros. Considerando o
sistema tradicional PEG-Dextrana, como a massa molar do PEG é bem menor e a massa molar da
Dextrana bem maior do que a massa molar da maioria das proteinas, este método torna-se
bastante viavel, permitindo que a membrana retenha a proteina, promovendo simultaneamente a
remocio do PEG. Esta técnica ainda permite ganhos na purificacfo, j4 que outras proteinas
menores ou particulas contaminantes podem ficar retidas na membrana. Um dos métodos mais
comuns baseia-se na transferéncia da molécula bioldgica para uma fase com baixa concentragio
de polimero. Assim, quando a proteina se encontra acumulada na fase PEG, pode-se recorrer a
adic3o de um sal que leve a formagfo de um novo SBA. Utilizando-se condi¢des apropriadas, a
proteina pode ser re-extraida e se concentrar na fase rica em sal HUSTEDT e al. (1978);
CABRAL & AIRES-BARROS (1993). O sal, por sua vez, podera ser removido por filtragio em
membrana utilizando ultrafiltracio ou dialise. As proteinas também podem ser removidas por
adsorcdio em trocadores 10nicos HUSTEDT ef al. (1978); ALBERTSSON (1986). Para sistemas
PEG-Dextrana, uma vez que ambos os polimeros sdo neutros, eles nédo se ligardo aos trocadores e
podem ser removidos por lavagem, deixando a proteina ligada & matriz. Para polimeros
carregados, bastaria ajustar o pH e a forga idnica. O inconveniente € a possibilidade de ocorrer
uma alta pressio das gotas quando solugdes poliméricas viscosas sdo processadas em coluna.
Qutras possibilidades incluem a centrifugagfo para moléculas ou particulas de elevada massa
molar ABERTSSON (1986). ALBERTSSON (1986) também descreve um meétodo especifico
para a recuperacio de moléculas biolégicas da fase inferior de sistemas PEG-Dextrana. Por
adicdo de sulfato de amonia ou fosfato de potassio ao sistema PEG-Dextrana, a concentracio de
PEG na fase inferior vai diminuindo gradualmente até ser completamente excluida desta fase. A
partir deste ponto, a molécula biologica pode ser precipitada da fase inferior por adicio de sulfato
de amoénia.

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

Um recente desenvolvimento no campo da separagiio bifasica aquosa é combinar SBA’s
com a separagdo induzida pela temperatura. Varios trabalhos sobre este processo alternativo de
purificacio estdo disponiveis na literatura ALRED et al (1993); FARKAS er al(1996); LI ef al.

(1997); PERSSON er al(1999), SVENSSON er al (1999). Sdo exemplos de polimeros
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“termoseparadores” o PEG, Alcool polivinilico e Etilhidroxietilcelulose. A separagdo de fases por
inducio pela temperatura torna possivel separar o polimero da substincia bioldgica isolada,
permitindo recuperar 0 polimero “termoseparador”. O processo de purificagio € composto por
dois passos. No primeiro, um sistema bifasico composto pelo polimero “termoseparador” como
polimero predominante da fase superior e Dextrana ou Hidroxipropilamido como polimero
predominante da fase inferior, é utilizado na particdo da biomolécula, de modo que esta se
concentre na fase superior. No segundo passo, a fase superior € isolada e 0 aquecimento acima de
uma temperatura critica, caracteristica para cada sistema, levard a uma nova formacfo de fases,
de modo que o polimero termoseparador fica concentrado na fase inferior, enquanto que a fase
superior é uma fase aquosa praticamente livre de polimero, que concentra a molécula bioldgica, a

qual pode ser recuperada por ultrafiltragdo ou dialise JOHANSSON e al. (1996).

2.16 - RECICLAGEM DOS POLIMEROS

A possibilidade de reutilizagdo dos constituintes das fases deve ser considerada ao se
efetuar o “scale-up” pois os custos dos componentes das fases aumentam linearmente com a
escala de producio KRONER ef «/(1984). A recirculagdo de reagentes tem sido
fundamentalmente estudada em sistemas PEG-Sais PAPAMICHAEL et al (1992); RITO-
PALOMARES ef al. (1994) e pode ser obtida na prética por recirculacio direta da fase PEG ou
da fase rica em sal apds ultrafiltragdo.

RITO-PALOMARES er al. (1994) estudaram a reciclagem da fase rica em PEG de
sistemas PEG-fosfatos na recuperacio de proteinas de levedura de cerveja. Estes autores
determinaram uma reducdo no custo de reagentes de 25% para operacdo em continuo e
verificaram que a eficiéncia do processo, isto é, recuperaciio e pureza da proteina, se mantém

inalterada até 5 ciclos de recirculagéo.

2.17 - ASPECTOS ECONOMICOS

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

O conhecimento em sistemas bifisicos aquosos e suas habilidades de particio de

moléculas biologicas t&m sido estudada por mais de 30 anos. Desde entdo, o interesse nesta area
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mostrou-se reduzido até o fim dos anos 80, quando uma série de pesquisas tomou lugar dentro do
mundo cientifico MATIASSON & LING (1987).

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

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

Apesar do elevado custo associado aos reagentes quimicos, KRONER ef al(1984)
verificaram que esta técnica de extracdo nfio deixa de ser competitiva com outras técnicas como
centrifugacdio, filtragio com tambor e filtragio com membranas. Estes autores obtiveram,
igualmente, um elevado consumo de reagentes, cerca de 53% do custo total, embora estes custos
tenham sido compensados pelo baixo custo observado para o consumo energético e para o
investimento em equipamento.

Por estes fatos, torna-se fundamental reduzir substancialmente os custos dos reagentes
guimicos, quer pelo recurso a novos reagentes, quer pela implementacio de técnicas de

recirculacdo de reagentes.
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3 -MATERIAIS

3.1- POLIMEROS CONSTITUINTES DOS SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

Foi utilizado polietileno glicol (PEG) de peso molecular 4000, por apresentar melhores
resultados em trabalhos anteriores.

A goma do cajueiro, de peso molecular 110.000 Da, foi coletada como exsudado natural
de drvores de Anacardium occidentale L. (produtoras do caju amarelo) de diferentes localidades

do estado de Pernambuco, no periodo de dezembro a margo, a qual foi cedida pela Embrapa.

3.2 - PROTEINA

Serd estudada a proteina existente no abacaxi. Bromelina € o nome genérico dado ao
conjunto de enzimas proteoliticas encontradas nos vegetais da familia Bromeliaceae, da qual o
abacaxi € o mais conhecido. As enzimas proteoliticas encontradas nos talos recebem o nome de
bromelina do talo e tem o nGmero sistematico EC 3.4.22 4, e as encontradas no fruto recebem o
nome de bromelina do fruto ou ainda, bromelina e tem o niimero sistematico EC 3.4.22.5. A
bromelina é uma glicoproteina, tendo um residuo oligossacarideo por molécula, que esta
covalentemente ligado a cadeia peptidica. A bromelina do talo ¢ uma enzima sulfidrica, e este
grupamento € essencial para a sua atividade proteolitica. A bromelina do fruto é uma proteina
cida, e seu ponto Isoelétrico foi determinado por focalizaggo isoelétrica com pH 4,6 e mudangas

conformacionais irreversiveis ocorrem em valores de pH maiores que 10,3 MURACCHI (1976).

3.3- QUTROS REAGENTES
Os principais reagentes utilizados ao longo do trabalho experimental estio apresentados
na TABELA 6.
TABELA 6 - Solugdes e reagentes utilizados ao longe do trabalho experimental

Reagente Pureza Fornecedor
Dihidrogenofosfato de potassio 99% Nuclear
Hidrogenofosfato de potéssio 99% Nuclear
Comassie Blue G- 250 e Vetec
Etanol 98% Merck
Hidroxido de sédio 97% Synth
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Continuagio da Tabela 6.

Acido sulftrico 95-97% Merck

Acido Tricloroacetico 97% Sigma

Acido ortofosforico 85% Synth

Caseina Pura Synth

Tirosina 97% Sigma

Tartarato duplo de sodio e de potassio 99% Vetec

34 -EQUIPAMENTO EXPERIMENTAL

3.4.1 - INTRODUCAO

Neste capitulo sfo apresentados detalhes da montagem da micro-coluna agitada por
campénulas pulsantes usada neste trabalho e os procedimentos adotados para a obtencfo dos
resultados experimentais. Nos experimentos foram usados sistemas de duas fases aquosas
formados por PEG (Polietileno Glicol), policaju (exsudado do cajueiro) e tampio fosfato de

potassio em pH 6,0, 7,0 e 8.0, para a extragfo da proteina.

3.4.2 - EQUIPAMENTOS

- Agitador de toque modelo MA 162, MARCONI, Brasil.

- Agitador magnético com aquecimento modelo 119,Nova Etica, Brasil.
- Balanga analitica modelo AL200, MARTE, BRASIL.

- Centrifuga de bancada modelo Z252MR, HERMLE.

- Espectrofotémetro modelo GBC911, MICRONAL, Brasil.

- Bombas peristalticas de um canal ATTA, Japéo.

- Micropipetas automaticas finnpipette, FRANCA.

- Viscosimetro digital BROOKFIELD DV-II,

- Banho termostatizado modelo 100, FANEM, Brasil.

3.4.3 - CAMPANULAS
O uso de campénulas em colunas pulsadas € proposto visando obter-se uma agitagio
eficiente, mas suave, para aplicagiio em processos de separagio de compostos ldbeis, como as

proteinas. Sendo a agitagio suave, pretende-se evitar a desnaturacfo das biomoléculas, que ocorre
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quando sdo introduzidas ao sistema excessiva energia mecdnica e agitagdo extremamente
vigorosa.

Além disso, as campéinulas aumentam o tempo de contato entre as fases na coluna e fazem
com que ocorra uma dispers@o uniforme das gotas, o que favorece a transferéncia de massa. Com
0 sistema de agitagdo composto por campinulas pulsantes, as fases que entram na coluna
comportam-se da maneira mostrada na figura 5. Como pode ser visto, a fase leve entra na micro-
coluna pelo fundo e fica retida na campanula. A peneira, da qual a campéanula ¢ constituida, nfo
deixa a maior parte da fase leve passar espontaneamente. A campénula retém a fase leve por um
tempo maior do que outros dispositivos comumente usados para promover a agitacdo. Deste

modo, ocorre um aumento do tempo de contato entre as fases.

{2 {b]

Figura 5 — Agitacdo por meio de campénulas pulsantes numa coluna de extragio liquido-
liquido pulsada. (a) campédnula parada durante o intervalo entre os pulsos. (b) movimento

descendente durante o pulso.

Durante o pulso, quando a campénula desce, o liquido mais leve (de menor densidade)
que fica concentrado no interior da campénula, € forcado a passar pelos furos da peneira. A fase
leve é “quebrada” em gotas bem pequenas. Uma importante caracteristica da agitagfio obtida por
meio do uso de campénulas pulsantes € a formagfio de uma disperséo, bastante uniforme e de
gotas pequenas, da fase leve na fase continua, como pode ser visto na figura 5. Essas

caracteristicas sdo favoraveis a transferéncia de massa no sistema. Quando a campénula sobe, o
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movimento ascendente faz com que as fases misturem-se ainda mais. As campdnulas devem ser

constituidas de material inerte que néo reaja com as solugdes usadas na extragéo.

3.4.4 - DESCRICAO DO EQUIPAMENTO

Um esquema da micro-coluna de campénulas € mostrado na figura 6. Esta micro-coluna ¢
constituida de um tubo de vidro de 190 mm de altura; 28,4 mm de didmetro externo e 25,4 mm de
didmetro interno.

i Satda da fase leve
i [fase rica em PEG]

Alimentagdo da fase Pesada —£
ffase tica em Policaju} —

almentagdo dafaseleve wmr:
ffase Hoa em PEEG])

Saida da fase pesada
{fase rica em policaju)

Figura 6 — Esquema da micro-coluna de campanulas pulsantes.

No centro desta micro;coluna, estd localizada uma haste de aco inox, na qual estdo
soldadas trés campdnulas, distanciadas 40 mm uma da outra. O didmetro da base da campénula €
24,9 mm. A peneira de ago de inox, da qual a campanula ¢ constituida, tem MESH 24 e, portanto,
possui uma area livre para escoamento de 38%. Na figura 7, € mostrada a fotografia de uma haste
na qual estio soldadas duas campanulas. Durante um pulso, a campinula movimenta-se
aproximadamente 28 mm para baixo e 28 mm para cima, 0 que faz com que a amplitude do pulso

seja de aproximadamente 56 mm.
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Figura 7 — Campénulas soldadas & haste. formando o dispositivo de agitagdo da micro-

coluna.

Os bocais de alimentacfio e saida das fases sfo de aco inox e possuem um difmetro
interno de 36,5 mm ¢ 68,5 mm de didmetro externo. Na figura 8, ¢ mostrada uma fotografia da
micro-coluna utilizada neste trabalho.

Os pulsos sdo fornecidos por um dispositivo que promove 0s movimentos alternativos
(movimenta o eixo para cima e para baixo) e controlados por um controlador de fregiiéncia de
pulsagéo.

A entrada das duas fases (fase leve e fase pesada) € feita por meio de uma bomba
peristaltica de quatro pontos, previamente calibrada.

Os tubos para conduzir as entradas e saidas das fases sdo de viton, que é um material
resistente a a¢fio da maioria dos solventes. O viton foi escolhido para permitir que outros sistemas
sejam usados, ja que os sistemas de duas fases aquosas ndo sd0 corrosivos. A temperatura dos

experimentos foi a ambiente.
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Figura 8 - Micro coluna de campanulas pulsantes.

Na figura 9, encontra-se uma figura da montagem experimental, composta por duas
bombas peristalticas, a micro-coluna, o controlador de pulsos e o dispositivo que fornece os

pulsos ao sistema.

;
I

Figura 9 — Montagem do Sistema de Extragio liquido-liquido.
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3.5 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL — OPERACAO DA MICRO-COLUNA

Para a operagdo da micro-coluna, com a finalidade de obter-se dados relativos &
recuperacio da proteina, foi usado o procedimento descrito a seguir:

Primeiro ¢é feito a alimentacdo da micro-coluna na entrada da fase pesada. Depois de
preenchida toda a micro-coluna, ajusta-se a vazdo, por meio da bomba peristiltica no valor
desejado. Em seguida, alimenta-se a coluna com a fase leve. Ajusta-se também a vazio de
alimentaco da fase leve na vazio desejada. Nas saidas das fases leves e pesada uma conexio de
plastico transparente, ligada aos bocais, permite que seja observado se o liquido estd fluindo de
maneira estavel, mantendo o nivel da coluna constante. Para o controle do nivel de liquido no
topo da coluna, que deve ser mantido constante, periodicamente, as vaz0es de saida de ambas as
fases sdo verificadas durante o tempo de operagio da micro-coluna.

Optou-se por este modo de controle do nivel porque, como pode ser visto nas figuras 8 e
9, para fixar a coluna ao suporte e para construir a parte superior da coluna por onde o sistema de
pulsacdo € introduzido e onde estd o bocal de saida, usou-se ago-inox, o que impede a
visualizagdo das fases no topo e no fundo da coluna. Assim, nfio € possivel que o controle do
nivel de liquido na coluna seja feito por meio da visualizagiio das fases no mterior do
equipamento.

Apds este procedimento, inicia-se a contagem do tempo de operagdo do equipamento e
deixando a micro-coluna operando por sessenta minutos. O tempo de operacio da micro-coluna
foi escolhido baseado em trabalhos anteriores, embora tenha sido observado que, algumas vezes,
o estado estaciondrio foi atingido num tempo menor (aproximadamente quarenta minutos),
determinado através do tempo de residéncia.

Periodicamente, durante a operagio da micro-coluna, coleta-se amostras nas saidas das
fases do topo e do fundo da micro-coluna. Verificam-se, entfio, as vazdes de saida das fases, por
meio da medida do volume coletado durante um determinado periodo de tempo. Essas amostras
sdo analisadas posteriormente, para que a concentragio de proteina seja obtida.

Apds sessenta minutos de operacfio, termina-se a corrida (tempo de um experimento).

Fecham-se, simultaneamente, as entradas e saidas das fases.
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4 - METODOS

4.1 — DETERMINACAO DOS TEMPOS DE RESIDENCIA PARA OPERACAO DA
MICRO COLUNA
Os tempos de residéncia foram calculados utilizando o volume da coluna pela vazio total
de alimentacdo.
Volume

o= coluna (1)
Vazdo Total Alimentacdo

Onde o volume da micro coluna é de 280mL..

Tempo de residéncia para a vazio total de 7,06mL/min

280mL

T= ——
L/
7’06m/min

=39,66min )

Tempo de residéncia para a vazio total de 9,00 mL/min

r=—220ml 5 min (3)

" 900mL/
mHn

Tempo de residéncia para a vazdo total de 11,12 mL/min

. _280mL
=

4.2 - ISOLAMENTO DO POLISSACARIDEO DO CAJUEIRO (POLICAJU)

=25,]8min @)

A goma bruta (isenta de cascas e folhas) foi submetida ao método de RINAUDO &
MILLAS (1991) meodificado: a goma foi triturada e dissolvida em solugfio aquosa a 20%, sendo
filtrada em tela de serigrafia e precipitada com etanol comercial (3x volume}, de modo a separar
o polissacarideo dos monos e oligopolissacarideos, que permaneceram em solucdo. O precipitado
assim obtido foi deixado em repouso durante a noite a 4°C e novamente filtrado e lavado com
etanol concentrado. O precipitado assim obtido foi submetido a secagem em estufa a 35°C ou a
temperatura ambiente. O alcool utilizado foi recuperado e reaproveitado para nova precipitagdio
da goma. O processo permitiu um rendimento de 85-90% em polissacarideo (Policaju). O

processo de purificagfo estd esquematizado na FIGURA 10.
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GOMA BRUTA
¥
TRITURACAO
] - Solugdo aquosa a 20%
DISSOLUCAQO sob agitacdo em temp.
_ambiente
Y —
FILTRACAO Funil de vidro com
tela de serigrafia
reciclo de etanol - - - —
» PRECIPITACAO | Etanol (3x vol.)

Y
FILTRACAO

Funil de vidro com
tela de serigrafia

l ‘,

SOBRENADANTE PRECIPITADO
) secagem a
ETANOL Temp.ambiente
RECUPERADO i)
POLISSACARIDEO
ISOLADO

FIGURA 10 - Fluxograma de isolamento do polissacarideo do cajueiro (Policaju).

4.3 -PREPARO da AMOSTRA

As amostras foram preparadas com abacaxi hawai, triturando a polpa do mesmo e filtrando
em seguida para eliminar as fibras, armazenando a baixa temperatura. Para realizar os ensaios as
amostras eram retiradas no dia anterior para que fossem descongeladas, ¢ no dia seguinte utilizada

1os ensaios.

{ ABACAXI J__* TRITURAR p—» FILTRAR

ARMA%ENAR
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Carmnpese, G.M
4.4 - DADOS EXPIRIMENTAIS

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizados um sistema com trés niveis e trés varidvels
para avaliar a influéncia das variaveis no indice de recuperacdo da proteina. Usando um fatorial
3%, compreendendo 27 ensaios que foram feitos em duplicata.

A seguir, sido apresentadas as variaveis estudadas neste trabatho: linhas de amarracéo, pH

¢ vazfo de alimentacéo.

Variavel Nivel inferior Nivel médio Nivel superior
(%op/p) (*p/p) (Yop/p)
Linha de amarracdo | 18%Goma / 9%PEG| 20%Goma / 11%PEG, 22%Goma / 13%PEG
pH 6,0 7.0 8.0
Vazdo Total de 7,06 9,00 11,12
alimentacdo {(mL/min)

Os niveis referentes aos pHs: O ponto isoelétrico da Bromelina e 4,6 e por isso deve-se
trabalhar com valores superiores a esse ponto e também se deve levar em conta que em 10,3
ocorre mudancas nrreversiveis na estrutura da bromelina, por isso a escolha do pH 6,0 e 8,0 com
um ponto intermediario 7,0, que sdo todos valores de pHs neutros que evita a desnaturagio da
proteina. Foi verificado por ROWAN er al. (1990) que a bromelina do fruto tem uma alta
atividade proteolitica maior que a bromelina do talo em diversos substratos protéicos, e sua
atividade ¢ méxima em pH 8,0 e a temperatura de 70°C. A bromelina do talo apresentou
atividade maxima em pH 7.0 e temperatura 60°C.

Vazdo de Alimentagfo: os pontos 3,53 mL/min e 5,56 mL/min, so os valores minimos €
maximos que se conseguia trabalhar nas bombas encontradas em nosso laboratorio, e
conseqiientemente procurou-se trabalhar com uma vazio intermediaria que foi 4,50 mL/min. Obs.
Os valores apresentados na tabela acima refere-se a vazio total de alimentagdio como tinhamos
duas entradas soma-se as vazdes totalizando os valores encontrados na tabela.

Linha Amarracdo: Usou-se os valores apresentados por SARUBBO (2000) que havia
realizado sua determinaciio e € a regifo que forma duas fases aquosas, que € o interesse em se
trabalhar,

Para facilitar o entendimento, os niveis estdo relacionados com letras e niimeros, para isso

temos:
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'Para linha de amarragfo:
18%Goma / 9%PEG —~ A,
20%Goma / 11%PEG ~ B,
22%Goma / 13%PEG - C.

Para o pH:
pH 6,0 -1,

pH 7.0 -2,
pH 8,0 - 3.

Para a vazdo de alimentagfio:
Vazio 7,06 (mL/min} - X,
Vazio 9,00 (ml/min) -~ Y,
Vazdo 11,12 (mL/min) - Z.

Os testes realizados estiio distribuidos de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7 — Modelo de Distribui¢io dos ensaios, usando fatorial 3°.

Ensaio Linha de Amarragdo pH Vazio de alimentacéo

1 A 1 X
2 A 1 Y
3 A 1 Z
4 A 2 X
5 A 2 Y
6 A 2 Z
7 A 3 X
8 A 3 Y
9 A 3 Z
10 B 1 X
11 B 1 Y
12 B 1 Z
13 B 2 X
14 B 2 Y
15 B 2 Z
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Continuacio da Tabela 7

Ensaio Linha de Amarracao pH Vazio de alimentagio
16 B 3 X
17 B 3 Y
18 B 3 Z
19 C 1 X
20 C 1 Y
21 C 1 Z
22 C 2 X
23 C 2 Y
24 C 2 Z
25 C 3 X
26 C 3 Y
27 C 3 Z

4.4 - PREPARACAO DOS SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS

Os sistemas bifédsicos aquosos Policaju / PEG 4000 foram preparados por pesagem das
quantidades apropriadas de reagentes para obter a composi¢io desejada da fase inferior e superior
das linhas de amarracfio determinadas por SARUBBO (2000) em pH 6,0, 7,0 e 8,0 e solugio
tampdo 15mM obedecendo a relacdio entre fosfato monobasico e dibasico, 4 temperatura
ambiente (25°C * 2°C), Neste trabalho a extracfio em continuo foi feita ap6s a diluicfo 1:20 das

composicOes das fases inferior e superior determinadas por Sarubbo.

4.4.1- EXTRACAO CONTINUA DE BROMELINA EM SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS

Os sistemas de duas fases aquosas utilizadas para a extracdo continua em colunas de
extragdo liquido-liquido foram preparados da seguinte maneira: quantidades pré-determinadas de
Policaju, PEG e solugfio tamp3o foram pesadas, misturados e agitados em um agitador magnético
por cerca de 2 horas, para que o sisterna atinja o equilibrio € os componentes sejam totalmente
dissolvidos. O volume total das fases preparado era calculado de acordo com a vaz&o escolhida

para o experimento, permitindo a operagdo da micro-coluna por sessenta minutos e o
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preenchimento da micro-coluna com a fase pesada. A razdo de sais mono e dibdsico foram

determinadas de modo a obter-se pH 6, 0, pH 7,0 e pH 8.0.

4.4.2 - DETERMINACAO DA PROTEINA TOTAL

4.4.2.1 - PREPARACAO DO REAGENTE BRADFORD
O reagente foi preparado pela dissolugio de 100 mg de Comassie Brilhant Blue em 50 mL
de etanol 95%, 100 mL de acido ortofostorico e afertdo em 1 litro com 4gua destilada. A solugfio

¢ agitada por 1 hora e entdo filtrada. A solucfo é preparada na auséncia de luz.

4.4.2.2 - DETERMINACAO DO CONTEUDO PROTEICO

A determinagfio da proteina foi feita de acordo com o método do BRADFORD (1976). O
principio do método de BRADFORD ¢ baseado no fato que o corante Comassie Brilhant Blue
coexiste em duas formas de cores diferentes: a cor vermelha e a cor azul. A forma da cor
vermelha € rapidamente convertida na outra forma, por ligagéo da parte cromoéfora do corante da
proteina. A 400 pL da fase adicionou-se 2 mL do reagente de BRADFORD e a absorbancia foi

Iida a 595 nm antes de 15 minutos.

4.4.2.3 - CALCULO DO INDICE DE RECUPERACAO DO SOLUTO

O “Indice de Recuperacfio do Soluto” é obtido pela seguinte equagio:

c;-c,
Iy=— (52)
J

Onde: ¢r é a fracdo madssica de soluto na alimentacfio e ¢, € a fracdo massica de soluto na fase

refinado.

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

massica. Assim usou-se a seguinte equagio:

s (5.b)

Onde: Cr € a concentragdo do soluto na alimentacio e C; € a concentracio de soluto na

fase refinado.
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4.4.2.4 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA

Para a determinagfo da atividade proteolitica da bromelina, foi usado o mesmo método
para a determinagdo da atividade em células de S.cerevisae rompidas realizada conforme
modificagbes das metodologias propostas por KUNITZ (1947) e WALTER (1984) e estd descrita

a seguir:

4.4.4.2.1 - PROCEDIMENTO

Pipetar em tubos de centrifuga separados: 2,5 mL de solugdo tamponada de caseina, nos
tubos teste (T) e branco do substrato (B3), 2.5 mL de solugfo do acido cloridrico 0,05M no tubo
que serd o branco da amostra (B1) e no tubo que sera o branco do aparelho (B2), fazer isso para
todas as amostras coletadas tanto superior como inferior.

Deixar em banho a 37°C por 3 a 5 minutos;

Adicionar 0.2 mL da amostra aos tubes T e Bl, 0,2 mL de HCL 0,05M aos demais;

Misturar ¢ deixar em incubando a 37°C por 10 minutos;

Ao fim do da incubacgfo adicionar 5 ml. de acido tricloroacético (TCA) 0,3M em todos os
tubos coletados;

Deixar ern repouso por 10 minutos a temperatura ambiente;

Centrifugar por 20 minutos a 4.000g;

Ler a varia¢do da absorbéancia do sobrenadante a 280nm;

A medida da atividade é feita através At - Ap; — Aps, encontra-se o valor final da
absorbincia, e com o auxilio da curva de calibracdo encontra-se a concentragdo de tirosina,
produzida pela a¢3o da protease presenie em 0,2 mL de amostra em 10 minutos a 37°C. e o
resultado final, em atividade enzimética, é dado por:

Atividade = 0,02.Cy; (umol.min“]), ou Atividade=0,002.C;;; (U/40g de amostra)
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A recuperacio ¢ purificacido de produtos biologicos é uma das 4reas da biotecnologia que
tem despertado maior interesse. Entre as técnicas empregadas para a recuperagio de produtos
biolégicos, a extracio com sistemas bifésicos aquosos é uma das mais atrativas, dadas as
condi¢des suaves que oferecem as moléculas e particulas biolégicas ALBERTSSON ef al.
{1990); CHRISTIAN er al. (1998).

No inicio deste trabalho, tivemos um contratempo na obten¢fo da goma do polissacarideo
do cajueiro (POLICAJU), que era um dos componentes necessario para a realizacio dos testes de
extracio da proteina. Como a producdo da goma ¢ influenciada por estacGes climaticas
favoraveis, e nesse periodo ocorreu muita chuva no nordeste brasileiro, dificultando a obtencio
dessa goma para desenvolver o frabalho proposto inicialmente, fez-se necessdrio testar outras
gomas para verificar se as mesmas formavam duas fases aquosas com polietileno glicol. Foram
realizados testes com as seguintes gomas: Goma Guar, Carrageana e Xantana, mas nio obtivemos
sucesso, pois ndo conseguimos formar duas fases aquosas com essas gomas. Enquanto iamos
elaborando testes com as gomas mencionadas anteriormente, tentdvamos obter a goma de
POLICAJU, pois se mostrava muito atrativa o seu uso, pois ja havia sido feita analise da mesma
por SARUBBO (2000), que obteve resultados significativos. Depois de algumas tentativas,
tivemos sucesso junto & Embrapa de Pernambuco, que nos forneceu 500 gramas de goma para
iniciarmos nosso trabalho de doutorado.

Procurou-se estudar a aplicago de um polimero regional de baixo custo a técnicas de
separacdo em duas fases aquosas, possibilitando a reducfio dos custos no desenvolvimento de
sisternas bifasicos aquosos como técnica alternativa aos processos tradicionais de recuperagfo.
Pretendeu-se mostrar que os dados compilados ao longo das ultimas trés décadas para sistemas
bifasicos aquosos formados por polimeros como a Dextrana podem ser transpostos para sistemas
formados por polimeros alternativos, e, para isso, utilizaram-se os dados para as linhas de
amarracio do Policaju — PEG 4000 para os pHs; 6,0, 7,0 e 8,0 obtidos por SARUBBO (2000) na
recuperagdo da Albumina do soro bovino para a determinagdio de outra proteina, que, nesse caso,
sera a Bromelina do caldo do abacaxi Hawai.

No estudo da extragio continua, avaliou-se o Indice de Recuperagio do Soluto

(porcentagem de proteina extraida).
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5.1 - CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS DE TRABALHO

5.1.1 - COMPOSICAO DOS SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS
Os sistemas bifasicos utilizados para a extragiio em continuo neste trabaltho foram
determinados por SARUBBO (2000) entre Policaju — PEG 4000 a temperatura de 25°C para

diferentes valores de pH’s, e estdo apresentados a seguir.

TABELA 8- Composigio das fases do sistema PEG 4000-Policaju a 25°C + 2°C, pH 6,0.

Linhade Goma PEG H,0 Goma PEG H,0 Goma PEG H;O -
Amarracio

s

B 20 11 69 166 1923 7911 4322 063 56,15

Goma PEG H,0 Goma PEG H,O Goma PEG H,O.

'Amarragdo

20 11 69 412 1658 7930 4843 098 50,59

ey S

Linhade Goma PEG H,0 Goma PEG H,0 Goma PEG HO
Amarra¢do: ' : T ' :

B 20 11 69 400 17,59 7841 4255 1,74 5551
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5.2 - EXTRACAO CONTINUA UTILIZANDO MICRO COLUNA DE CAMPANULAS
PULSANTES

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

Os experimentos foram realizados usando um sistema de trés niveis e trés variaveis, ou
seja, um fatorial 3°, compreendendo 27 ensaios no total. Trabalhou-se com freqiiéncia de pulsaciio
constante 1:2 ou um pulso/Zs, 33 pulsos/min. os resultados do indice de recuperagdo esta

distribuido de acordo com a tabela 11.

Tabela 11— Resultados do Indice de Recuperagiio da proteina, através da Distribuicfio dos ensaios

segundo planejamento fatorial 3°.

Ensaio Linha de pH Vazio de % Indice % Indice % Indice
Amarracdo Alimentagdo | Recuperagdo | Recuperagdo Recuperagao
Exp. 1 Exp. 2 Meédio

1 A i X 51,84 52,94 52,39+ 0,55
2 A 1 Y 52,62 53,46 53,04 + 0,42
3 A 1 V4 53,75 54,61 54,18 £ 0,43
4 A 2 X 54,32 55,10 54,71+ 0,39
5 A 2 Y 55,04 55,77 55,41 £ 0,36
6 A 2 Z 56,00 56,88 56,44 + 0,44
7 A 3 X 54,66 55,64 55,15+ 0,49
8 A 3 Y 56,21 57,13 56,67 = 0,46
9 A 3 Z 57.88 58,74 58,31 +0,43
10 B 1 X 54,36 55,40 54,88+ 0,52
11 B 1 Y 55,64 56,58 56,11+ 0,47
12 B 1 Z 57,82 58,82 58,32+ 0,50
i3 B 2 X 59,41 60,31 59,86 + 0,45
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Continuacéo da Tabela 11.

Ensaio Linha de pH Vazio de % Indice % Indice % Indice
Amarragio Alimentacdo | Recuperagdo | Recuperacdo Recuperacio
Exp. 1 Exp. 2 Meédio

14 B 2 Y 59,52 60,52 60,02 + 0,50
15 B 2 L 59,72 60,74 60,23 + 0,51
16 B 3 X 60,03 61,01 60,52 + 0,49
17 B 3 Y 62,35 63,29 62,82 + 0,47
i8 B 3 Z 63,30 64,36 63,83 £ 0,53
19 C 1 X 56,62 57,80 57,21 + 0,59
20 C I Y 58.84 59,88 5936 + 0,52
21 C 1 Z 62,60 63,70 63,15+ 0,55
22 C 2 X 61,63 62,83 62,23 £ 0,60
23 C 2 Y 64,20 65,32 64,76 + 0,56
24 C 2 zZ 64,54 65,72 65,13 £ 0,59
25 C 3 X 64,32 65,46 64,89 + 0,57
26 C 3 Y 65,44 66,60 66,02 + 0,58
27 C 3 z 68,20 69,44 68,82 + 0,62

5.3- EFEITO DA COMPOSICAO DO SISTEMA NO INDICE DE RECUPERACAO

% Indice de Recuperagiio

Indice de Recuperacdo da Proteina para a vazdo total
7,06mL/min em pH 6,0

~J
<

o
o

3]
[

n
[&]]

o
2
L

52,38

54,71

Goma 18% /PEG 9.0%  Goma 20%/PEG 11%  Goma 22%/PEG 13%

FIGURA 11 - Influéncia do comprimento da linha de amarragio no indice de recuperagio da

proteina para o sistema PEG4000-Policaju em pH 6,0 a vazdo 7,06 mL/min.
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Indice de Recuperacio da Proteina para a vazio total
7,06mL/min em pH 7,0

-d
[

o]
o

62,23

45 ]
n
L

% Indice de Recuperagio
n [#2]
] L]

| Goma 18% /PEG 9,0%  Goma20%/PEG 11%  Goma22% / PEG 13%

FIGURA 12 - Influéncia do comprimento da linha de amarragfio no indice de recuperagio da

proteina para o sistema PEG4000-Policaju em pH 7.0 a vazio 7,06 mL/min.

indice de Recuperacdo da Proteina para a vazdo total
7,06mL/min em pH 8,0
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Goma 18% /PEG 9,0% Goma20%/PEG11%  Goma22%/PEG 13%
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FIGURA 13 - Influéncia do comprimento da linha de amarracfio no indice de recuperagiio da

proteina para o sistema PEG4000-Policaju em pH 8,0 a vazio 7,06 ml./min.
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Indice de Recuperacdo da Proteina para a vazdo total
9,00mL/min em pH 6,0
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Goma 18% /PEG 9,0%  Goma20% /PEG 11%  Goma 22% / PEG 13%

FIGURA 14 - Influéncia do comprimento da linha de amarracfio no indice de recuperagio da

proteina para o sistema PEG4000-Policaju em pH 6,0 a vazdo 9,00 ml./min.

indice de Recuperacio da Proteina para a vazdo total
9,00mL/min em pH 7,0

-~
<

64,76

o
wn

[+
L4y
i

% Indice de Recuperagfio
h [*)}
o o

Goma 18% / PEG 9,0% Goma 20%/PEG 11%  Goma 22% /PEG 13%

FIGURA 15 - Influéncia do comprimento da linha de amarracio no indice de recuperacio da

proteina para o sistema PEG4000-Policaju em pH 7,0 a vazdo 9,00 mL/min.
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fndice de Recuperacdo da Proteina para a vazio total
9,00mL/min em pH 8,0
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Goma 18% /PEG 9,0%  Goma 20% /PEG 11%  Goma 22% / PEG 13%
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FIGURA 16 - Influéncia do comprimento da linha de amarragfio no indice de recuperagiio da

proteina para o sistema PEG4000-Policaju em pH 8,0 a vaziio 9,00 mL/min.

indice de Recuperaciio da Proteina para a vazio total
11,12mb/min em pH 6,0
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= Goma 18% /PEG9,0% Goma20%/PEG 11%  Goma 22% / PEG 13%

FIGURA 17 - Influéncia do comprimento da linha de amarracdo no indice de recuperacio da

proteina para o sistema PEG4000-Policaju em pH 6,0 a vazio 11,12 mb/min.
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Indice de Recuperacdo da Proteina para a vaz3o total

11,12mL/min em pH 7,0

o
Lh

n LN
< (W
1

65,13

% {ndice de Recuperagio
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Goma 18% /PEG 9,0% Goma 20%/PEG 11%  Goma 22% / PEG 13%

56,44

FIGURA 18 - Influéncia do comprimento da linha de amarracdo no indice de recuperagdo da

proteina para o sistema PEG4000-Policaju em pH 7,0 a vaziio 11,12 ml./min.

indice de Recuperacdo da Proteina para a vazao total

11,12mL/min em pH 8,0

68,82

h wh [ =2 ~J
[ W < Ln o]
4 )

% Indice de Recuperagio

Goma 18% /PEG 9,0% Goma 20%/PEG 11%  Goma 22% / PEG 13%

FIGURA 19 - Influéncia do comprimento da iinha de amarragfio no indice de recuperagdo da

proteina para o sistema PEG4000-Policaju em pH 8,0 a vaz#io 11,12 mL/min.

Analisando as figuras 11 a 19, observa-se, em todas elas, que a porcentagem do indice de

recuperagdo € maior 4 medida que se aumenta o pH, vazéo total de alimentagfo e concentragio do
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Policaju nas linhas de amarragfo. Foi observada a recuperagdo de 68,82% para a linha de
amarracdo 22%Goma / 13%PEG na vazdo total de alimentacfio 11,12 mL/min em pH 8.0.
Resultado semelthante obteve BERTEVELLO (2001) trabalhando com sistema PEG1500 e sal,
alcancando 70% de recuperacgdio de proteina total para a bromelina do caldo do abacaxi;
verificando que o aumento da linha de amarracdo aliada ao aumento do pH denota um maior grau
de recuperagfo.

No grupo de trabalho de Bertevello (2003) uma das alunas fez a comparaco dos sistemas
PEG/SAL e PEG/POLICAJU em extracdo descontinua para a proteina bromelina, determinando
o coeficiente de particfio, e observou que, no sistema polietileno glicol e sal, grande parte dos
valores dos coeficientes de particfio sdo préximos de 1, enquanto para o sistema polietileno glicol
e polissacarideo do cajueiro (POLICAJU), esses valores sdo mais distantes, apresentam, portanto,
uma melhor separago.

E importante observar que, para a formagfio de fases em sistemas PEG/POLICAJU, a
composicio da goma deve ser sempre maior que composigiio da fase PEG, pois caso contrario
nio ha formacdo de fases. Em sistemas PEG/Sal ndo ha este problema, podendo se usar qualquer
concentracdo, tanto de PEG como de Sal, para formar fases.

Michelle Chen (FEI/SP), em sua tese de mestrado, fez comparacBes com extragio
descontinua para os sistemas PEG/SAL e PEG/POLICAJU, analisando o coeficiente de parti¢io
da proteina bromelina do caldo do abacaxi. Obteve, para o sistema PEG/SAL, um melhor
resultado quando a concentragdo das fases do sistema € 15%PEG/15%SAL paraum pH 7,0 e a
massa molar do polimero 4000. Ja para o sistema PEG/POLICAJU, o melhor resuitado para o
coeficiente de particdo é quando a concentraciio da fase goma € maior que o dobro da fase PEG,
ou seja, 23% Goma/11%PEQG, para a massa molar do PEG 4000 em pH 8.0, resultado semelhante
ao obtido neste trabalho para a recuperacgio da proteina bromelina descrito anteriormente.

SARUBBO (2000), utilizando uma coluna de extragio do tipo PRDC, verificou que o
indice de recuperagdo da albumina do soro bovino para os dois comprimentos de linhas de
amarragio utilizados em seu trabalho (18%Goma / 9% PEG4000 ¢ 20% Goma / 11% PEG4000)
em pH 6,0 foi semelhantes a 96% de recuperagio.
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54 - EFEITO DA VAZAO TOTAL DE ALIMENTACAO NO INDICE DE
RECUPERACAQ

Indice de Recuperacao da Proteina para o pH 6,0 para a
Linha de Amarragac Goma 18% / PEG 9%
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Vazdo Total 7,06mL/min Vazdo Total 9,00mL/min Vazio Total 11,12mlL/min

FIGURA 20 - Influéncia da vazio total no indice de recuperagfio da proteina para o sistema

PEG4000-Policaju com concentracdo 18%Goma / 9%PEG em pH 6,0.

indice de Recuperacdio da Proteina para o pH 6,0 para a linha
de Amarracdo Goma 20% / PEG 11%
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Vazgio Total 7,06mL/min Vazio Total 9,00mL/min Vazio Total 11,12mL/min |

FIGURA 21 - Influéncia da vazdo total no indice de recuperacio da proteina para o sistema

PEG4000-Policaju com concentracio 20%Goma / 11%PEG em pH 6,0.
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Indice de Recuperacdo da Proteina para o pH 6,0 para a linha
de Amarragdo Goma 22% / PEG 13%
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% indice de Recuperagiio
=

Vazao Total 7,06mL/min  Vazio Total 9,00mL/min Vazdo Total 11,12mL/min |

FIGURA 22 - Influéncia da vazdo total no indice de recuperagéo da proteina para o sistema

PEG4000-Policaju com concentragio 22%Goma / 13%PEG em pH 6,0

Indice de Recuperacgo da Proteina para o pH 7,0 para a linha
de Amarracdo Goma 18% / PEG 9%
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Vazao Total 7,06mL/min Vazdo Total 9,00mL/min Vazio Total 11,12ml./min |

FIGURA 23 - Influéncia da vazdo total no indice de recuperac@io da proteina para o sistema

PEG4000-Policaju com concentragdo 18%Goma / 9%PEG em pH 7,0.
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indice de Recuperacdo da Proteina para o pH 7,0 para a linha
de Amarracdo Goma 20% / PEG 11%
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FIGURA 24 - Influéncia da vazio total no indice de recuperacfio da proteina para o sistema

PEG4000-Policaju com concentragio 20%Goma / 11%PEG em pH 7,0.

fndice de Recuperagdo da Proteina para o pH 7,0 para a linha
de Amarracao Goma 22% / PEG 13%
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FIGURA 25 - Influéncia da vazio total no indice de recuperacdo da proteina para o sistema

PEG4000-Policaju com concentragdo 22%Goma / 13%PEG em pH 7.0.
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Indice de Recuperacio da Proteina para o pH 8,0 para a linha
de Amarragao Goma 18% / PEG 9%
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<>

FIGURA 26 - Influéncia da vazdo total no indice de recuperagfio da proteina para o sistema

PEG4000-Policaju com concentracio 18%Goma / 9%PEG em pH 8,0.
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FIGURA 27 - Influéncia da vazio total no indice de recuperagio da proteina para o sistema

PEG4000-Policaju com concentragio 20%Goma / 11%PEG em pH 8.0.
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indice de Recuperac&o da Proteina para o pH 8,0 para a linha
de Amarracdo Goma 22% / PEG 13%

70 68,82

% Indice de Recuperagiio

Vazio Total 7,06mL/min Vazio Total 9,00mL/min Vaz&o Total 11,12ml./min

FIGURA 28 - Influéncia da vazdo total no indice de recuperagdo da proteina para o sistema

PEG4000-Policaju com concentragio 22%Goma / 13%PEG em pH 8,0.

Para o desenvolvimento dessa tese, trabalhou-se com velocidades de alimentacgdo
constantes para a fase leve e a fase pesada, e os resultados da influéncia da vazdo total de
alimentacdo no indice de recuperagfio de proteina do caldo do abacaxi estdo apresentados nas
figuras 20 a 28. Observou-se, nos resultados obtidos, uma tendéncia de aumento da extragio, ou
seja, aumento do indice de recuperagdo da proteina 68,82% com o aumento da vazio total das
fases, pois apresenta uma maior agitagfo, maior mistura, menor tamanho de gotas e maior
nlmero de gotas, o que melhora a transferéncia de massa. O mesmo foi verificado por RABELO
(1999) na recuperagéo do citocromo b5 com o aumento da vazio total de alimentagdo. Acredita-
se que o aumento da turbuléncia causada pela elevagio da velocidade de escoamento possa
proporcionar melhores indices de mistura das fases, fazendo com que ocorra aumento do indice
de recuperacdo do soluto, j&4 que aumenta a extracdo. SARUBBO (2000) observou que a
velocidade da fase leve no indice de recuperago da albumina do soro bovino foi bastante elevada
para suas condigdes de trabalho e nfo mostrou tendéncia regular com o aumento da velocidade
dessa fase.

SARUBBO (2000) constatou que o indice de recuperagio da albumina do soro bovino foi
praticamente o mesmo para as velocidades de 60 e 140 rpm, aumentando pouco para a velocidade

de 220 rpm utilizando uma coluna de extragio PRDC. COIMBRA (1991) realizou um estudo da
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eficiéncia da extracdio em PRDC na purificagio de acido latico. O sistema utilizado foi 4cido
latico-agua-alcool isoamilico, € observou, para esse sistema, um aumento do indice de
recuperagio do soluto com a velocidade de rotacfio. Para o extrator de palhetas rotativas
utilizando o sistema dcido acético-adgua-butanol, RABELO (1995) observou que o aumento da

velocidade de rotaciio das palhetas também provocou o aumento do indice de recuperacio.

5.5 - EFEITO DO pH NO INDICE DE RECUPERACAO DE PROTEINA

indice de Recuperacdo da Proteina para a vazdo 7,06mL/min
para a linha de Amarragao Goma 18% / PEG 9%

70
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54,71 85,15

60}

35

% Indice de
Recuperagfo

30

pH 6,0 PHT7,0 pH 8,0

FIGURA 29 - Influéncia do pH no indice de recuperagéio da proteina para o sistema PEG4000-
Policaju com concentraciio 18%Goma / 9%PEG a vazio total 7,06mL/min.

Indice de Recuperacdo da Proteina para a vazao 7,06mL/min
para a linha de Amarragac Goma 20% / PEG 11%
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FIGURA 30 - Influéncia do pH no indice de recuperaciio da proteina para o sistema PEG4000-

Policaju com concentracio 20%Goma / 11%PEG a vaziio total 7,06mL/min.
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indice de Recuperacdo da Proteina para a vazdo 7,06mL/min
| para a linha de Amarragao Goma 22% / PEG 13%
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FIGURA 31 - Influéncia do pH no indice de recuperacio da proteina para o sistema PEG4000-

Policaju com concentracio 22%Goma / 13%PEG a vazio total 7,06mL/min.

Indice de Recuperaciio da Proteina para a vazio 9,00 mL/min
para a linha de Amarragdo Goma 18% / PEG 9%
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FIGURA 32 - Influéncia do pH no indice de recuperacéo da proteina para o sistema PEG4000-

Policaju com concentracdo 18%Goma / 9%PEG a vazio total 9,00mL./min.
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fndice de Recuperacdo da Proteina para a vazdo 9,00 mL/min
para a linha de Amarracao Goma 20% / PEG 11%
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FIGURA 33 - Influéncia do pH no indice de recuperagéio da proteina para o sistema PEG4000-

Policaju com concentracdo 20%Goma / 11%PEG a vazio total 9,00mL/min.

iIndice de Recuperacdo da Proteina para a vazio 9,00 mL/min
para a linha de Amarracdo Goma 22% / PEG 13%
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FIGURA 34 - Influéncia do pH no indice de recuperagio da proteina para o sistema PEG4000-

Policaju com concentragio 22%Goma / 13%PEG a vazéio total 9,00mL/min.
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FIGURA 35 - Influéncia do pH no indice de recuperacio da proteina para o sistema PEG4000-

Policaju com concentragdo 18%Goma / 9%PEG a vazéo total 11,12mL/min.
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FIGURA 36 - Influéncia do pH no indice de recuperacio da proteina para o sistema PEG4000-
Policaju com concentragdo 20%Goma / 11%PEG a vazéo total 11,12mL/min.
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indice de Recuperacdo da Proteina para a vazido 11,12mL/min
para a linha de Amarragdo Goma 22% / PEG 13%
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pH 6,0 PH7.0 pH 8,0

FIGURA 37 - Influéncia do pH no indice de recuperagdo da proteina para o sisterna PEG4000-

Policaju com concentragio 22%Goma / 13%PEG a vazio total 11,12mlL/min.

Analisando as figuras 29 a 37, verifica-se um melhor desempenho no indice de
recuperacdo de proteina do caldo do abacaxi & medida que aumenta a concentra¢fio de policaju
nas linhas de amarracio e o valor do pH para todas as vazdes estudadas, demonstrando um
melhor rendimento na extracdo para a vazdo maior no pH 8,0.

Um resultado semelhante foi obtido por HIROSE (2001), que obteve um rendimento
maior na recuperag@o da tripsina usando um sistema PEG4000 / Sal para a linha de amarragéo
maior, ou seja, uma maior concentracfo de soluto para um pH maior.

SARUBBO (2000), trabalhando com pH 6,0, 7,0 ¢ 8,0 na determinagido do coeficiente de
particio da albumina do soro bovino para o sistema PEG4000/POLICAJU, verificou uma leve
tendéncia de aumento na particdo com o aumento do pH. Também VENANCIO er al. (1995)
realizaram estudo na parti¢8io da albumina do soro bovino em sistema PEG/Goma Guar nos pHs
6,0, 7,0 e 8,0. Seus resultados demonstraram um leve aumento no coeficiente de particio com o
aumento do pH em todos os sistemas utilizados. CHRISTIAN et al. (1998) observaram um
aumento do coeficiente de partigdo da BSA com o pH (5,0, 6,0, 7,0 e 8,0) em sistemas
PEG/Arabinogalactana. No sistema PEG/Hidroxipeopilamido bruto estudado por ALMEIDA er
al. (1998), em diferentes pHs (4,0, 6,0, 8.0 e 9,0), verificaram que o coeficiente de parti¢ho da
cutinase (pl=7,8) demonstrou pouca alteragio com a variagido do pH, embora um leve aumento
desse pardmetro foi detectado com o aumento do pH de 4,0 para 8,0, porém, em pH 9,0, 0
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coeficiente de particiio foi menor do que em pH 8,0. Isto foi explicado com base nas propriedades

hidrofdbicas do PEG, que pode se ligar aos residuos hidrofobicos da proteina.

6 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA

A presenca de atividade proteolitica no suco do abacaxi € conhecida deste do final do
século XIX CHITTENDEN (1892), e algumas propriedades desta da atividade foram descritas
por CHITTENDEN (1892); CALDWELL (1905); BALLS et al (1941), HEINICKE and
GORTNER (1957) descreveram que ha atividade enzimatica no talo do abacaxi, onde analisaram
a sua a¢do em diferentes valores de pH, encontrando 4 diferentes proteases.

A atividade proteolitica da bromelina foi determinada pela hidrolise enzimatica da caseina
a 2%, pH 7.5 a 37°C durante 10 minutos, seguindo-se de precipitagio do substrato n#o
hidrolisado com solugio de acido tricloroacético {(TCA) conforme modificacdes das metodologias
propostas por KUNITZ (1947) e WALTER (1984). A quantidade de produtos hidroliticos ndo
precipitados, ou seja, de peptideos soluveis em TCA, foi determinada em espectrofotémetro a
280nm, ou seja, na regido do visivel contra um branco preparado nas mesmas condi¢des, € estd
descrito na segfo 4.4.2.4

As analises da atividade enzimadticas foram realizadas em relagio a influéneia do
comprimento da linha de amarragiio com o tempo de extragdo na coluna em fungéo do pH e vazio

total de alimentag¢fio, dado (U/40 g amostra), onde U (umol.min™')

Tabela 12 —Comparagéio da Atividade Proteolitica no inicie e apds 40 minutos de extragéo.

Experimento | Atividade Enzimatica no inicio | Atividade Enziméatica ap6s 40 min. extragdo
(U/40 g amostra) (U/40 g amostra)
1 00112 0,008%
2 (0,0194 0,0155
3 0,0175 0,0145
4 0,0106 0,0090
5 0,0187 0,0125
6 0,0175 0,0136
7 0.0156 0,0112
8 0,01147 0,0101
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Cont. Tabela 12.

Experimento Atividade Enzimatica no inicio | Atividade Enzimatica apos 40 min. extragio
(U/40 g amostra) (U/40 g amostra)
9 0,0336 0,0253
10 0,0159 0,0130
11 0,0162 0,0137
12 0,0160 0,0120
13 0,0151 0,0128
14 0,0159 0,0132
15 0,0154 0,0127
16 0,0332 0,0251
17 0,0271 0,0207
18 0,0168 0,0132
19 0,0235 0,0182
20 0,0256 0,0204
21 0,0226 0,0174
22 0,0178 0,0151
23 0,0190 0,0153
24 0,0183 0,0140
25 0,0329 0,0279
26 0,0335 0,0271
27 0,0467 0,0365

Como foi verificado através da andlise do indice de recuperacdo que a proteina se
concentra em grande parte na fase pesada, ou seja rica em POLICAJU. Fazendo a andlise da
atividade enzimatica nesta fase, verificou-se para todos experimentos uma diminuigdo em média
de 20% em atividade, o que ndo pode ser considerado uma desnaturacio da enzima, ou seja a fase

pesada ndo desnatura a enzima a temperatura dos testes realizados.
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7 — COMPARACAQO DE CUSTOS PARA VARIOS SISTEMAS DE DUAS FASES
AQUOSAS

Diversos estudos tém sido realizados com o propdsito de avaliar o impacto econdmico do
recurso as técnicas de particdo bifasica aquosa em processo de grande escala para a purificacio de
moléculas bioldgicas DATAR (1986); TIERNELD er ai. (1987).

O consumo de reagentes quimicos pode tornar-se o fator determinante no impacto
econdmico de processos em grande escala, pois enguanto 0s custos com equipamentos aumentarn
em uma poténcia de 0,6 com o aumento da escala, o consumo de reagentes aumenta linearmente
(PAPAMICHAEL & HUSTEDT, 1984). Segundo DATAR (1986), o custo dos reagentes pode
chegar a representar até 74% do custo total da produgfo. Por esses aspectos, torna-se fundamental
reduzir substancialmente os custos dos reagentes quimicos, quer pelo recurso a novos reagentes,

quer pela implementacio de técnicas de recirculag@o dos mesmos.

A maioria das aplicagbes em escala industrial das separactes bifasicas aquosas usa os
sistemas PEG/Sais devido ao baixo custo dos reagentes quimicos utilizados nesses sistemas. A
elevada concentragdo de sal em ambas as fases, contudo, pode prejudicar estruturas sensiveis,
além de apresentar um problema ecoldgico por sua presenca nos efluentes. Por outro lado, os
sistemas bifdsicos aquosos constituidos por dois polimeros podem superar esses problemas,
destacando-se os estudos com sistema PEG-Dextrana, o qual apresenta propriedades fisicas
bastante favoraveis, embora o alto custo da Dextrana fracionada tenha dificultado sua utilizagio
em larga escala KRONE er al. (1984). Varias alternativas tém sido investigadas, incluindo a
dextrana bruta KRONE ef al. (1982), maltedextrinas SZLLAG & GIULIANO (1988) e derivados
de amidos JOHANSSON & JOELSSON (1985); TIERNELD ef al. (1986). A dextrana bruta
permite uma reducfio significativa nos custos relativos a dextrana fracionada KRONE er al.
(1982), mas apresenta uma alta viscosidade e, conseqiientemente, uma lenta separacio de fases.
As maltodextrinas podem ser obtidas a wm baixo custo, embora suas baixas massas molares
possam causar problemas de viscosidade a altas concentra¢es SZLAG & GIULIANO (1988). Ja
os derivados do amido apresentam excelentes capacidades de separagio, embora uma redugio
mais significativa dos custos seria interessante para torna-los mais competitivos para aplicactes

industriais.
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Tabela 13 — Preco por quilograma de polimeros empregados em sistemas bifasicos aquosos

Policaju 9,00 EMBRAPA, Brasil

Lare:x; Inc. EUA

Perstorp AB,Suécia

A andlise do custo do novo sistema foi efetuada juntamente com outros sistemas ja

descritos na literatura a fim de se avaliar a aplicabilidade do Policaju como alternativa viavel para
separacdes biotecnologicas.

A tabela 13 apresenta o custo de lkg de alguns polimeros utilizados em sistemas bifasicos
aquosos € a tabela 14 apresenta a comparacdo dos custos de 1kg de alguns sistemas bifasicos
aquosos usados ao longo dos anos. Esses custos foram determinados para uma composigéo média
obtida a partir das composi¢des empregadas por diferentes autores para cada caso. Para o calculo
dos custos dos reagentes, os mesmos foram obtidos a partir de empresas que comercializam tais
produtos ou a partir das referéncias bibliograficas para cada sistema. Para se obter uma
comparagdo mais precisa, os calculos foram realizados para precos fixos de polietileno glicol
(PEG).

Pode-se observar que o custo do policaju € bastante competitivo, apresentando um preco
compativel com os demais polimeros avaliados, especialmente com os derivados do amido
(Tabela 12). O novo sistema caracterizado também apresenta um custo viavel frente aos demais

sistemnas estudados na literatura.
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Tabela 14 — Custo associado a um quilograma de diferentes sistemas bifésicos aquosos

S P e S S

ALBERTSSON, 1986

36,63

e

SARUBBO, 2000

4% Hidroxipropilcelulose (Klucel L)-10%PEG-
PPG(popileno glicol) Pluronic P105

4,00

4%PEG8000-22%Maldodextrina - __ 1,52-184 SZLAG & GIULIANO, 1988
Fonte SARUBBO, 2000, | S

Assim, demonstrou-se que o polissacarideo do cajueiro (Policaju) tem potencial como
uma alternativa a4 Dextrana fracionada e a outros polimeros empregados em sistema bifésico
aquoso. Além de ser de facil obtengfo e baixo custo, o sistema PEG-Policaju proposto apresenta
boa aplicabilidade em processo de separagdio, possibilitando o desenvolvimento de estudos
futuros para aplicagdes em larga escala, tomando muito cuidado com o policaju estudado, pois se

deve fazer as linhas de amarracdo para cada lote obtido.

8 — PERSPECTIVAS PARA OS SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

Os sistemas bifasicos aquosos constituern um ambiente singular altamente suave para
estruturas protéicas e oferecem uma poderosa tecnologia de separagdo. Os répidos
desenvolvimentos dos estudos demonstram que, em um futuro breve, particdes com sistemas
bifasicos aquosos poderdo ser calculadas para um grande numero de condigdes. O
desenvolvimento de um modelo termodindmico para a particdo de proteinas, no entanto, torna-se
mais dificil devido aos iniimeros parimetros de equilibrios existentes. Os processos poderfo ser

otimizados, padendo-se prever ¢ comportamento da particdo de diferentes estruturas biolégicas.
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Este objetivo nd3o parece estar distante, havendo necessidade, porém, do empenho cientifico
dentro da area. Até que se alcance este objetivo, teremos que nos basear em regras semi-empiricas
e modelos experimentais para estes processos de purificagdo (ANDREWS et al,, 1999).

O desenvolvimento técnico também estd bastante avancado, sendo realizado pela
utilizacdo de equipamentos comercialmente disponiveis e adequados para a extragdo. O maior
obstaculo parece ser o conhecimento cientifico no que se refere ao comportamento dos polimeros
hidrofilicos em solucfio. Embora existam centenas de trabalhos publicados nos dltimos 40 anos, o
dominio do conhecimento em sistemas agquosos parece ser restrito a pequenos grupos cientificos
que se expandem em ritmo lento (ANDREWS er al,, 1999; KULA, 1990). Estudos realizados nos
ultimos anos em todo mundo, todavia, indicam que essa situacio estd mudando, o que significa
dizer que cada vez mais novos departamentos de bioengenharia e bioquimica irfio incluir esse
assunto em seus cursos. Desta forma, surgird espontaneamente um maior inferesse em se
considerar e explorar esse processo de separagfo. A extraglo com sistemas bifdsicos aguosos
parece ser, na maioria dos casos, a melhor alternativa como tecnologia de separagfo nos estagios
iniciais, especialmente no que se refere a escala de operagfo, economia de tempo, niveis de
purificagdo dos produtos e operagdo em continuo.

Assim, analisando o assunto sob este ponto de vista, pode-se dizer que a biologia e a
termodinamica podem se relacionar e concordar em questdes fundamentais, ou seja, ha muito que

se aprender e aumentar os conhecimentos ja existentes com os sistemas bifasicos aquosos.
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9 - CONCLUSAO

Neste trabalho, foi estudado o indice de recuperacio da proteina bromelina do calde do
abacaxi da espécie Hawai para as seguintes condigdes: freqiiéncia de pulsago de 33 pulsos/min &
temperatura ambiente, em pH 6,0, 7,0 e 8,0, com vazio total de alimentacdo de 7,06,9,00 e 11,12

ml./min para trés composi¢des de sistemas bifasicos PEG4000/Policaju.

O estudo do indice de recuperagio da bromelina do caldo do abacaxi para o sistema
PEG4000/Policaju demonstrou um aumento da recuperagio da proteina com o aumento da vazio
total de alimentacdo. O mesmo efeito foi observado para o aumento da composi¢io do policaju

no sistema bifisico.

O efeito do pH no indice de recuperacio da bromelina n3o foi significativo, apresentando-

se bastante préximo nos trés valores de pH estudados.

A vazio total de alimentacfo ja fol mais significativa, pois 4 medida que se aumentou a

mesma, verificou-se um aumento no indice de recuperacdo da protefna.

Os resultados obtidos nos estudos de extragio continua com coluna agitada por
campénulas pulsadas utilizando o sistema PEG4000/Policaju mostraram-se adequados para a
extra¢do da bromelina do caldo do abacaxi, cujos valores obtidos foram os seguintes: indice de
recuperacio de 68,82% para a linha de amarracio 22%Policaju / 13%PEG4000, 63,13% para a
linha de amarragdo 20%Policaju / 11%PEG4000 e 58,31% para a linha de amarragdo
18%Policaju / 9%PEG4000 para a vazéo total de alimentacfo de 11,12 mL/min em pH 8,0.

A andlise do perfil de extrag@o continua da bromelina do caldo do abacaxi demonstrou
que a maior transferéncia da proteina foi obtida para o sistema 22%Policaju / 13%PEG4000 a

vazio total de alimentag8o de 11,12 mL/min em pH 8,0.

O polissacarideo do cajueiro (Policaju) apresenta-se vantajoso perante outros polimeros
por ser um polimero natural, regional, de baixo custo e encontrado em grande parte do nordeste
brasileiro. O mesmo pode ser ingerido, pois ndo é toxico para o ser humano. A proteina se
concentra na fase rica em goma, com isso, a mesma ndo necessita de um alto grau de pureza,
podendo, assim, diminuir o custo de purificacfio da proteina. Entretanto, a desvantagem de se

trabalhar em extracdo continua é que, um lote de goma dificilmente serda igual ao outro,
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dificultado o uso de linhas de amarracdio predeterminadas. Para solucionar esse problema, ¢é

necessario obter gomas com as mesmas caracteristicas, cujas composi¢des de Galactose, Manose,

Arabinose, Xilose, Glicose, Ramnese e Acido Glucurdnico

A analise de custo para sistemas de duas fases aquosas demonstrou que o Policaju tem
grande potencial como um polimero alternativo & Dextrana fracionada e que o novo sistema é

competitivo com outros sistemas polimero-polimero descritos na literatura.
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10 - SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Uma vez que ¢ impossivel a obtengfio de um trabalho totalmente completo, torna-se
importante a apresentagdo de algumas sugestdes que possam contribuir para aprofundar a
caracterizacdo do novo sistema, e em especial, com o sistema PEG-Policaju. Assim, como

continuagio do trabalho efetuado, propde-se:
Fazer um estudo com a bromelina pura;

Fazer teste com o precipitado do suco do abacaxi;

Estudar a recuperacéo de outros bioprodutos no sistema caracterizado;

Desenvolver estudos sobre a reciclagem dos reagentes neste tipo de extrator a fim de se

obter uma aplicag@o mais econdmica;

Estudar formas de recuperacio dos produtos de interesse separados pelo sistema.
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