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palavras-chave

resumo

Dialise, purificagéo de proteinas, alta pressao hidrostatica, sal (NaCl), difuséo
de sal

O principal objectivo deste trabalho consistiu no estudo da influéncia da alta
pressao hidrostatica na dialise de uma solugéo salina com uma proteina, no
sentido de tentar acelerar a difusdo de sal e consequentemente tentar diminuir
o tempo de didlise. A proteina utilizada foi a Albumina Sérica Bovina (BSA) e o
sal presente na solucao foi NaCl. A didlise foi efectuada com um volume de
retentato (ou seja de solugao a dialisar) de 5 ml, e com um volume de dialisado
de 30 ml, constituido por agua destilada.

A quantidade de NaCl presente nas solugdes foi primeiro determinada pelo
método condutivimétrico e posteriormente pela titulagdo de Volhard, e a
quantidade de BSA foi determinada através do teste de Biureto. Foram
medidos os volumes iniciais e finais do retentato e dialisado para cada ensaio.
Comparando o ensaio realizado a temperatura de 4°C a pressao atmosférica
com o ensaio realizado a temperatura ambiente, verificou-se que a difusdo de
sal a 4°C foi um pouco mais lenta.

Nos ensaios realizados sob alta pressao hidrostatica, os resultados obtidos
demonstram que a aplicagao da alta pressao hidrostatica favorece o processo
de dialise, acelerando a saida de sal do retentato para o dialisado.

Em todos os ensaios realizados a variagao de volume do dialisado e retentato
mostrou que ocorreu difusdo de agua do dialisado para o retentato, ou seja,
em sentido contrario a difusdo de sal. Esta variagéo foi irregular, com alguma
perda de volume em alguns ensaios, devido a uma execucéo experimental que
nao foi a mais eficiente por limitagbes volumétricas do aparelho de alta
presséao disponivel.

Determinaram-se os coeficientes de difusédo efectiva (m2/s) do sal do retentato
para o dialisado através da aplicacdo do modelo da solugdo da 22Lei de Fick
para a geometria de um cilindro finito. Para o ensaio a Press&o Atmosférica o
valor de coeficiente de difusdo efectiva obtido foi de 1,12x10% e para o ensaio
a temperatura de 4°C foi de 1,28x10®. Para os ensaios sob alta pressao, para
100 MPa o coeficiente de difusdo calculado foi de 3,16x10°® para 200 MPa foi
de 8,20x10° e para 300 MPa o valor encontrado foi de 4,42x10®. Como
trabalho futuro, seria interessante tentar verificar se se comprovam os mesmos
resultados mas para pressdes mais baixas (como 50 MPa), o que significaria
menos custos de aplicagdo. Testar a aplicagdo de alta pressdo com volumes
maiores de solugéo inicial seria também importante.
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abstract

Dialysis, purification of proteins, high hydrostatic pressure, salt (NaCl), salt
diffusion

The main objective of this work was to study the influence of high hydrostatic
pressure on the dialysis of a saline solution with a protein, in order to try to
accelerate the salt diffusion, and consequently reduce the duration of dialysis.
The protein used was Bovine Serum Albumin (BSA) and the salt NaCl. Dialysis
was performed with 5 ml of dialysis solution and 30 ml of dialysate, consisting
of distilled water.

The amount of NaCl in the solutions was first determined by conductivity and
then confirmed with the Volhard chemical standard method. The amount of
BSA was determined using the Biuret test. The volumes of every solution were
measured in the beginning and in the end of every dialysis.

Comparing the test performed at 4°C and atmospheric pressure with the test
performed at room temperature it was found that the diffusion of the salt at 4°C
was slightly slower.

The results of the tests conducted under high pressure demonstrate that the
application of high hydrostatic pressure favors the dialysis, accelerating the
removal of salt from the retentate to dialysate.

In all tests, the volume change of dialysate and retentate showed that occurred
diffusion of water from the dialysate to the retentate, in the opposite direction to
the diffusion of salt. This was irregular, with some loss of volume in some tests,
due to an experimental implementation that was not the most efficient, because
of volumetric limitations of the high pressure equipment used

The diffusivities (m2/s) of salt were determined for each test based on the
solution of Fick’s second law from a finite cylinder. For the test performed at
atmospheric pressure the value found was 1,12x10®, and for the temperature
of 4°C the value obtained was 1,28x10®. For the hi%h pressure tests, for the
pressure of 100 MPa the value found was 3,16x10™, for 200 MPa the value
obtained was 8,29x10® and for 300 MPa the value found was 4,42x10-8.

As future work, it would be interesting torun the same tests for lower
pressures (e.g. 50 MPa), which would result in lower implementation costs. It
would also be important to make the same tests but with a larger volume of
initial solution.
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So - Concentragado de sal na solucdo inicial (%)

S. - Concentracao de sal no equilibrio (%)

S; - Concentracdo de sal para qualquer tempo (%)
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Introdugdo

Introducao

Actualmente, existem diversos processos de separag¢do, quer a nivel industrial
quer a nivel laboratorial, que utilizam membranas como barreira fisica de separagdo. A
composi¢ao da solucdo inicial e os compostos que se querem separar determinam qual o
tipo do processo a aplicar, assim como o tipo de membrana a utilizar, de modo a que a
separac¢do seja suficientemente eficiente.

Para purificagdo de solugdes com proteinas, a didlise ¢ um dos processos de
separacao por membranas mais aplicados em técnicas laboratoriais. Numa dialise sao
envolvidas duas solugdes, a solucdo inicial, denominada retentato, que ¢ introduzida
dentro de uma membrana fechada num volume muito maior de solugao de um solvente
(normalmente dgua destilada), que se designa como dialisado. Neste caso, os compostos
que interessa separar € que permeiam a membrana sdo os solutos presentes na solugao
inicial, e a forga motriz deste processo ¢ a diferenca de concentracdes do soluto entre o
retentato e o dialisado. Os compostos difundem-se da solugdo inicial para o solvente até
se atingir o equilibrio, ou seja, até que a concentragdo de solutos se iguale dentro e fora
da membrana, enquanto que as macromoléculas (como proteinas) ficam retidas devido
ao facto de terem um tamanho grande e ndo conseguirem permear os poros da
membrana. Em sentido contrario a difusdo de compostos ocorre um fluxo de solvente
para dentro da membrana, diluindo a solugdo inicial.

As diélises com o intuito de purificar solugdes de proteinas de compostos de
menor peso molecular como ides possuem uma grande desvantagem: ¢ um processo
muito demoroso, que pode levar varias horas até se atingir o nivel de purificagdo
desejada. A difusdo ¢ lenta, também devido ao facto deste processo decorrer
normalmente a 4°C (temperatura favoravel a conservagao das proteinas), e as diversas
trocas de solvente, sdo algumas questdes que contribuem para a lentiddo deste processo.

O objectivo proposto para esta tese € tentar acelerar um processo de didlise,
diminuindo assim o tempo de operagdao deste, o que traria vantagens para a sua
aplicacdo. Como tal, a solucdo que se propde ¢ a aplicagdo de pressao hidrostatica,
tentando assim acelerar os fluxos de difusdo dos compostos envolvidos na didlise, e
desta forma diminuir o tempo de operagdo. A tecnologia de alta pressdo tem vindo a ser
aplicada em situagdes semelhantes para tentar acelerar processos de difusdo de solutos e

solvente, nomeadamente a nivel de alimentos, como no caso de desidratacao osmotica.
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Capitulo I Revisao Bibliografica

Capitulo I Revisao Bibliografica

1.1. Separacido por membranas

r

A separagdo por membranas ¢ utilizada em inumeros processos industriais, em
diferentes areas, como a quimica, petroquimica, ambiental, farmacéutica, tratamento de
dguas, entre muitas outras. As suas aplicagdes incluem didlise para purificar o sangue
humano (rim artificial), a utilizacdo de electrodidlise para a obtencdo de agua potavel,
osmose inversa para remoc¢ao do sal da agua do mar, ultrafiltracdo para concentrar as
proteinas presentes em diversos alimentos (como queijo, leite, etc.) e microfiltragdo para
esterilizar produtos médicos e farmacéuticos, cerveja, vinho e outro tipo de bebidas. O
baixo custo associado a este tipo de separacdo, assim como o baixo consumo de energia
durante a sua utilizacdo, leva a que existam inumeras aplicagdes para separacdes com
membranas, sendo uma éarea com futuro e que sofreu uma grande evolug¢do nas ultimas
duas décadas!' 2.

As membranas usadas podem encontrar-se no estado liquido ou sélido, sendo que
actualmente as liquidas sdo aplicadas na implementacdo de uma variedade de extracgdes
liquido-liquido. Quando se lida com membranas sélidas semi-permedveis, os dois fluidos
envolvidos na separagdo normalmente encontram-se no estado liquido, em que um dos
fluidos constitui a amostra (normalmente referida como ‘“alimentagdo” ou “solugdo de
Donner”), e o outro ¢ designado como “receptor”. A membrana impede na maior parte dos
casos o contacto directo entre as solugdes, funcionando como barreira fisica entre estas.
Este facto ¢ muito importante para o caso de separagdes como a didlise, ultrafiltragdo e
osmose inversa. Os diversos processos de separa¢do por membranas caracterizam-se por,
entre outros aspectos, o tipo de solucdes a separar, forca motriz que leva ao
desenvolvimento do processo, componentes que ficam retidos na membrana e outros que a
permeiam*™.

De modo a que seja eficiente a separagdo de uma mistura de componentes, a
membrana em questdo deve possuir uma elevada relagdo de permeancia para as duas
espécies a serem separadas. A permeancia para uma determinada espécie que se consegue

difundir na membrana esta relacionada com o coeficiente de transferéncia de massa, ou
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seja, corresponde ao fluxo da espécie que atravessa a membrana por unidade de area da
membrana e por unidade de for¢a motriz (que pode ser para diferentes concentracoes, forca

parcial etc.).

Na tabela 1 apresenta-se um resumo de diversos tipos de processos de separagdo

por membranas.



Tabela 1: Resumo de processos de separagdo por membrana
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[2-3,5]

Componentes que

Natureza das

Solucoes . permeiam . .
Processo . Forca motriz . espécies retidas
utilizadas preferencialmente
(tamanho)
a membrana
Diferenca de >(0,02 um espécies
Dialise Solugdes aquosas ¢ N Solutos " . P
concentra¢des retidas
Campo 16es, macro 10es e
Electrodialise Solugdes aquosas , p Solutos , )
eléctrico agua retida
Solugdes aquosas
de concentragdes Diferenca de .
Osmose . ¢ N ¢ 1a10 A espécies de
) baixas pressdo (<100 Solvente .
inversa . . microsolutos
Solugdes organicas bar)
aquosas
Solucdes Diferenca de
) ¢ one 10 a 200- A
Ultrafiltracdo | macromoleculares pressdo (<10 Solvente
. macrosolutos
Emulsoes bar)
Suspensdes Diferenca de
, i pens e , 0,022 10 pm
Microfiltraciao Emulsoes pressdo (<5 Fase Continua ,
particulas
bar)
. . O componente que Espécies maiores
. Misturas gasosas Diferenca de , .
Permeacao . N for preferivel retidas, excepto as
Misturas vapor de pressao (<80 . .
gasosa ) permear a que sdo muito
agua e gases bar) ..
membrana soluveis
Lado
. . permeado: O componente que Espécies maiores
Misturas organicas N . .
N . . relagdo entre a preferivelmente retidas, excepto as
Pervaporacio | Misturas organicas - . - .
pressdo parcial permear a que sdo muito
aquosas ~ o
com a pressao membrana soluveis
de saturagdo
. Geralmente nao é
.. Solugdes aquosas .
Técnica da N . selectiva
de concentragdes Diferenga de .
membrana . ~ Soluto relativamente ao
. baixas concentra¢des
liquida tamanho das
espécies
Purificagdo de Moléculas de peso
proteinas Gradiente de molecular médio
Nanofiltracao - Separagdo de pressdo Solvente 500 < PM <2000
compostos 1.5 — 40 bar (PM-Peso molecular
organicos ¢ sais em g/mol)
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1.1.1. Osmose/ Pressao Osmotica

A osmose pode ser descrita como o movimento fisico espontaneo de um solvente (em
muitos processos este solvente € a agua) através de uma membrana semi-permeavel e que
apenas deixa atravessar o solvente em questdo, baseado na diferenca do potencial quimico
entre as duas solucdes envolvidas na separagdo. Esta diferenca de potencial quimico ¢
causada pela diferenca de concentragdo de solutos entre dois fluidos, em que um apresenta
uma maior concentracdo comparativamente ao outro, o que gera pressao osmotica. O fluxo
do solvente em direccdo ao lado da membrana com a concentragao mais elevada deixa de
ocorrer quando ocorre igualdade dos potenciais quimicos em ambos os lados da
membranal ",

A pressdao osmdtica () é um conceito importante para estudar e compreender
processos de dialise. Consiste na pressao que ¢ necessario exercer para obrigar o fluxo de
solvente através da membrana permeével apenas ao solvente. A pressao osmotica exercida
pelas particulas em solucdo ¢ determinada pelo niimero de particulas por unidade de

volume, e pode ser calculada pela lei de Van't Hoff (equagio 1) .

m = RT (¢iC) (D)

Em que ¢ ¢ o coeficiente osmotico, e que depende da concentragdo de soluto, i € o
numero de particulas formado pela dissolucao do soluto, C ¢ a concentracao de todos os
solutos (mol/L), R ¢ a constante ideal dos gases (J - K' mol)eT¢a temperatura
absoluta em Kelvin.

Na figura 1 esta exemplificado o conceito de osmose e de pressdo osmotica.

Pressao
osmatica, Am

Solucio # Solugdo
diluida concentrada

|—— Membrana

Figura 1:Representagdo do conceito de osmose em que a membrana € apenas permeavel ao solvente

Solugio <4 [ 3 S.Iﬂl.lﬂﬂ
diluida concentrada

(imagem & esquerda), e pressdo osmotica (imagem a direita) 1°.
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1.2. Dialise

O processo de dialise foi referido pela primeira vez em 1881 por Graham, que
utilizava papel de pergaminho como membrana. As suas experiéncias basearam-se nas
observacdes efectuadas por um professor, W.G. Schmidt, que mostravam que as
membranas animais eram menos permeaveis a coléides do que a agucar ou sal’®. Nos 100
anos seguintes, este processo de separagdo tornou-se uma técnica laboratorial muito usada
para purificacdo de pequenas quantidades de solutos, e em alguns casos ¢ utilizada em
escala industrial.

Real¢ando a utilizacdo de didlises a nivel laboratorial, foi nos anos 50 que este
processo de separacdo ganhou popularidade, e artigos da altura referiam a dialise como
uma ferramenta de ponta, que os investigadores podiam utilizar em misturas complexas,
como biomacromoléculas. Existem duas grandes diferencas entre a dialise aplicada hoje
em dia e a de antigamente: o tempo de preparagdo da membrana e a quantidade de perda de
amostra, em que ambas diminuiram consideravelmente.

O fenomeno fisico base da dialise ¢ a difusdo, que se pode definir como o movimento
espacial e aleatorio dos atomos, moléculas ou particulas, determinado pela energia térmica
da propria particula. A difusdo € um processo espontdneo, que aumenta a
desordem/entropia, e considera-se que um estado de equilibrio de um sistema ¢ aquele em
que a entropia ¢ maxima, a energia livre ¢ minima e os solutos estdo uniformemente
distribuidos pelo sistema. Se existir um gradiente de concentracdes no sistema, o
movimento individual dos solutos causa um movimento orientado dos locais de maior
concentragdo para o de menor concentragdo, até ser atingido um estado de equilibrio em
que a distribui¢ao de soluto € uniforme.

A dialise ¢ um processo de separagdo que combina a remocao de solutos da amostra
com a introdu¢do de um novo solvente (que pode ser por exemplo dgua) na amostra. A
solugdo a purificar, designada por alimentacdo ou retentato e que se encontra no estado
liquido, contém solvente, solutos de baixo peso molecular ¢ macromoléculas como por
exemplo proteinas ou outro tipo de solutos. O retentato ¢ a solugdo que ¢ colocada dentro
da membrana, ou seja, no saco de didlise. A membrana possui a caracteristica de ser
microporosa, o que leva a que os solutos de baixo peso molecular a consigam atravessar,

ao contrario dos restantes constituintes do retentato. Do outro lado da membrana encontra-
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se o dialisado, que consiste numa quantidade enorme de solvente ou de um liquido
relativamente ao retentato, onde estd colocada a membrana e que ndo contém quaisquer
tipos de solutos. A relacdo volume de retentato/volume de dialisado ¢ um pardmetro
importante a ter em conta, ¢ ¢ favoravel ao processo que o volume do dialisado seja
consideravelmente maior. Ocorre a difusdo de solutos que conseguem permear a
membrana do retentato para o dialisado devido a for¢a motriz causada pela diferenca de
pressdo osmotica da solucdo exterior e interior, ou seja, que existe nas duas interfaces da
membrana. Nao ha transporte das macromoléculas, que devido ao seu tamanho ndo
conseguem permear a membrana, ficando retidas na solugdo inicial de alimentagdo.
Simultaneamente, ocorre difusdo de solvente para o interior da membrana (osmose),
também devido a diferenca de pressdo osmotica. Quando se estd a lidar com uma amostra
com elevada concentracdo de solutos ou de solvente organico na amostra, a osmose € 0
primeiro fenomeno a ocorrer na dialise antes da difusdo do soluto, levando a um aumento
consideravel de volume do retentato nos instantes iniciais da didlise. Este ¢ um processo
que se realiza a pressdo atmosférical®> 7).

Eventualmente, passado algum tempo do inicio da didlise, a concentragdo de
solutos em ambos os lados equilibra, levando a que ndo exista diferenga de pressdo
osmotica. A taxa de didlise abranda a medida que a concentracao de solutos se aproxima
do equilibrio anteriormente referido. Este fenomeno leva a que a remocao completa dos
solutos de uma amostra ndo ocorra apenas numa didlise, pois os compostos que se
encontravam inicialmente dentro da membrana sdo distribuidos simultaneamente no
solvente e no saco de didlise. Para resolver esta questdo, troca-se o solvente que se
encontra no exterior da membrana as vezes necessarias, para criar novamente diferenca de
pressdo osmdtica, até que a remocao do soluto atinja um valor aceitdvel. A agitacdo do
dialisado ¢ também uma solucdo muitas vezes aplicada para aumentar a taxa de didlise, e
um sistema bem agitado pode atingir o equilibrio a 90% em 2/3 horas. A utilizagdo de um
volume maior no exterior da membrana ¢ preferivel a um volume pequeno como ja
referido, pois permitird separar uma quantidade dos solutos que permeiam a membrana,
reduzindo o numero de trocas de solvente!®).

Na figura 2 estd representado um esquema do processo de separagdo que decorre

numa dialise.



Capitulo I Revisao Bibliografica

Solvente

4—-— Solvente
Macromoléculas

Solutos de baixo

Solutos de
peso molecular baixo
" - molecular

Dialisado

Figura 2: Esquema representativo de uma dialise (as setas que atravessam a membrana indicam o sentido do

fluxo de solvente e solutos e a oval a tracejado a membrana de dialise)"".

A transferéncia relativa dos solutos através da membrana de didlise é funcao das
difusividades pela membrana e das suas forgas motrizes. O coeficiente de difusdo expressa
a velocidade individual das particulas, e estd dependente da temperatura (quanto maior a
temperatura maior a taxa de difusdo). A separacdo ¢ eficiente apenas para espécies que
diferem de forma significativa relativamente ao parametro de coeficiente de difusdo. Uma
vez que os coeficientes de difusdo sdo um parametro ndo muito influenciado pelo tamanho
das moléculas, a didlise ¢ limitada para separar espécies que possuem tamanhos bastante
diferentes. Outra limitacdo deste processo de separagdo que se pode realgar consiste no
facto de ser uma técnica eficiente apenas quando a concentragao de solutos a ser separada ¢
elevada, pois como ja referido anteriormente os fluxos de transferéncia de massa
dependem directamente do gradiente de concentracdes transmembranar, sendo que esta ¢
uma propriedade intrinseca das correntes de alimentacdo e do dialisado. Este factor nao
acontece noutro tipo de separacdes através de membranas, como por exemplo no caso da
osmose inversa, em que os fluxos transmembranares dependem da pressdo aplicada, e sdo

independentes das propriedades dos caudais do processo. Quando o gradiente de
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concentragdes transmembranar ¢ baixo, € possivel melhorar o processo aumentando a area

membranar, o que por sua vez pode comprometer a viabilidade econémica do processo® *

71

Uma das aplicagdes mais recorrentes da didlise a nivel laboratorial ¢ a purificacdo e
a concentragdo de solucdes que contém proteinas, por exemplo na preparagdo de amostras.
Apesar de ser um procedimento simples e uma rotina bem estudada, apresenta duas
grandes questdes que em muitos casos sdo situagdes desvantajosas: a necessidade de trocar
de dialisado, e o facto de demorar varias horas até estar concluida e ser caracterizada por
ser um processo com taxas de fluxo baixas em comparagdo com outros processos de
separacao com membranas. Esta ultima consideragdao pode ser importante em determinadas
circunstancias, como no caso em que as espécies a separar sdo sensiveis a degradagdo

(2910 procedimento padrio que existe para

mecanica quando sujeitas a stress mecanico
uma didlise de proteinas é o seguinte: 1) iniciar a didlise a temperatura ambiente durante
duas horas; ii) Trocar o dialisado e colocar a amostra a dialisar durante mais duas horas a
mesma temperatura; iii) Trocar o dialisado novamente e deixar a amostra a dialisar de noite
a temperatura de 4°C o tempo necessario!'”’. Como se verifica neste protocolo, o tempo de
operacao de uma dialise pode ser muito elevado, e é uma varidvel que pode ser importante
optimizar, de modo a que a dialise se torne cada vez mais vantajosa.

A temperatura a qual a didlise ocorre € outra varidvel importante do processo, e que
afecta o coeficiente de difusdo como ja referido anteriormente. A temperatura ¢ um
parametro termodindmico que afecta a difusdo das moléculas pois um aumento de
temperatura significa um aumento de energia para o movimento livre das particulas, o que
faz aumentar a sua difusdo favorecendo o processo de didlise. A maior parte das didlises
que envolve proteinas ¢ efectuada a temperatura de 4°C para minimizar as perdas de
actividade biolégica e de modo a que as proteinas envolvidas ndo sofram desnaturagao.

O facto de se realizar a esta temperatura faz aumentar o tempo de dialise, tornando-
a mais lenta do que se se realizasse a temperatura ambiente!® * ', Para melhorar o tempo
de operacdo da dialise, ndo ¢ vidvel aumentar a temperatura devido ao facto de que as
proteinas constituintes da amostra poderem sofrer degradagdo térmica, como ja referido, e
¢ por 1sso importante procurar outras solugdes mais viaveis para se conseguir melhorar este

parametro importante de uma didlise.

10
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1.2.1. Membrana

A membrana ¢ a chave de um processo de didlise. Como ja referido anteriormente,
¢ semi-permeavel, usualmente constituida por acetato de celulose e contém poros de
tamanho conhecido que deixam os solutos de baixo peso molecular passar, retendo os
compostos de elevado peso molecular (como por exemplo proteinas e acidos nucléicos).
As membranas usadas em laboratdrio t€m uma espessura de 12-30 um, poros de didmetro
na ordem dos A, ndo deixando passar solutos maiores do que 15000 a 20000 Dal'”!. A
membrana deve garantir uma boa relagdo entre a difusdo dos compostos de baixo peso
molecular e a sua estrutura, de modo a que a separacgao seja o mais eficiente possivel.

As duas dimensdes criticas que se deve ter em consideragdo relativamente a escolha
da membrana s3o o diametro desta e o tamanho nominal do poro da membrana, também
denominado como “cut-off” ou MWCO (Molecular Weight Cut-Off). O MWCO de uma
membrana ¢ uma medida baseada no tamanho das moléculas que ndo conseguem
atravessar a membrana. E uma boa pratica escolher uma membrana com um “cut-off”
significativamente abaixo do peso molecular da proteina presente na solugdo a dialisar de
modo a evitar perdas!'?.

Existem métodos para pré-preparar a membrana de didlise de modo a remover os
compostos quimicos utilizados na sua obtenc¢do. Ferver a membrana numa solucdo com
EDTA e NaHCO; ¢ um dos procedimentos recomendados, assim como conserva-la numa
solucdo com a mesma constitui¢do. A contaminacdo com compostos quimicos afecta mais
as solucdes com proteinas diluidas, pois a relagio membrana/proteina ¢ mais elevada.

Apos secar a membrana, e de modo a preparar sacos de didlise, pode dar-se um ou
dois nds numa das extremidades da membrana, e coloca-se o retentato dentro do saco de
dialise; ap0s este passo, fecha-se o saco de dialise dando um outro n6 na outra extremidade
da membrana, e por ultimo coloca-se no meio do volume de dialisado, dando inicio a
dialise. E importante deixar algum ar para expansio no saco de didlise quando se estd a
separar uma solugdo com uma concentragdo elevada de solutos, pois ocorre entrada de um
volume elevado de solvente no saco. Se este espaco nao for deixado, a expansdao pode
causar danos no saco e inviabiliza¢do do ensaio em si'®'.

Na figura 3 apresentam-se esquematicamente trés situagdes relacionadas com a
preparacdo da membrana: na situacdo a) mostra-se o enchimento da membrana com

amostra no saco de dialise; situacdo b) mostra que a maior parte das dialises realiza-se com

11
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agitacdo constante do dialisado, com o intuito de aumentar o fluxo de transferéncia de
massa ¢ diminuir o tempo de didlise, e ¢) mostra o aumento de volume de solu¢ao dentro
da membrana devido a transferéncia de 4gua do dialisado para o retentato devido as forcas

osmoticas!®,

Figura 3: Esquema relacionado com a preparagio e execugdo experimental da membrana de dialise!®!.

1.2.2. Dispositivos de dialise

Existem dispositivos de didlise mais elaborados, disponiveis comercialmente, que
cobrem uma vasta gama de volumes de amostra, e que ndo sdo recomendados para
volumes menores do que 500 pl, devido a fraca recolha de amostra. Os dispositivos
comerciais para grandes volumes nao se adequam a volumes pequenos, devido a recolha e
perda de amostra quando se lida com volumes menorest'”). Tem sido feita investigacdo no
sentido de desenvolver microdializadores viaveis, e que tentem superar as limitacdes dos
existentes: problemas relacionados com a recolha de amostra, possibilidade de evaporagao
de amostra, perda acidental devido a ruptura da membrana e entrada de ar entre a amostra e
o dialisado. Como exemplo de dispositivos pesquisados, destaca-se a utilizagdo de um

tubo de microcentrifuga¢do que funciona como microdializador, e também de um ensaio

12
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que foi realizado com uma pipeta de Pasteur com o mesmo intuito. Ambos os dispositivos
mostraram ser vidveis e praticos, ¢ dos estudos realizados retiraram-se conclusdes

[13-15] * Existe

interessantes que podem abrir portas para mais investigacdo nesta area
igualmente um dispositivo disponivel para amostras de volumes de cerca de 10 pl, que s@o
constituidos por polipropileno e celulose regenerada, e que ja revelaram ser um avango na
area de preparacio de amostras através de dialise de microvolumes!'”.

Nos casos de dispositivos para pequenos volumes, a relagdo 4area da
membrana/volume a dialisar ¢ normalmente elevada, pelo que o tempo de didlise ¢
normalmente reduzido. Para amostras de maiores volumes, em que se usam mangas, esta
relagdo ¢ menor, o que leva a didlises mais demoradas. Nestes casos, ¢ interessante
desenvolver metodologias que possam acelerar a didlise, como € proposto ser provado com
0s ensaios nas experiéncias realizadas.

Nos dispositivos de dialise pode ser adicionada uma pressdo hidraulica
transmembranar como um componente adicional do transporte de massa convectivo. O
fenomeno de transporte convectivo também pode ocorrer se um dos fluxos, usualmente o
do retentato, estiver muito concentrado, o que aumenta o gradiente osmotico
transmembranar, através do qual o solvente escoa. Nestas circunstancias, a descri¢do do
transporte de soluto torna-se mais complexa pois incorpora uma parcela da velocidade do
fluido transmembranar ao processo de transferéncia de massal®”),

A dialise, principalmente a nivel de laboratorio, considera-se que ¢ um processo
bastante demoroso devido a enormes volumes de solugdo a separar, podendo levar varias
horas ou dias para se obter uma separacdo dos componentes aceitdvel com varias trocas de
solvente.

Foram ja dados os primeiros passos no sentido de acelerar este processo de
separagdo. Efectuaram-se ensaios para diminuir o tempo de dialise aumentando a pressdo
através de um dispostivo de extrac¢ao de solvente, com o intuito de separar xenobidticos
organicos de triolina. O intervalo de pressdo aplicada na experiéncia foi 3,45-15 MPa,
sendo que se concluiu que a mais eficiente para o processo em questdo era de 3,45 MPa.
Os parametros que afectam o processo, nomeadamente pressao, temperatura, solvente e
numero de ciclos de dialise, foram optimizados com uma consideravel redug¢dao de tempo

de anélise em comparagdo a didlise convencional, de 48h para 40 minutos (70 vezes mais

rapido) com uma reducdo também do consumo de solvente. O facto de o processo ter sido
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acelerado revelou-se adequado como um procedimento de limpeza para varios tipos de
amostras de lipidos e outras matrizes complexas''®. O seu desempenho continuo permite
integra-lo noutras etapas do processo analiticol™ '*). Resumindo, este estudo provou que é
possivel acelerar a taxa de dialise através da aplicacdo de pressdo, reduzindo assim o seu
longo tempo de operagao.

Encontram-se igualmente dispositivos patenteados, e também ja alguns disponiveis
comercialmente, que se baseiam na mesma ideia de acelerar o processo de dialise. Um
destes encontra-se representado na figura 4, que mostra um esquema experimental de uma
microdialise efectuada numa camara esférica que favorece este processo de separagdo. O
dispositivo possui uma tampa com um buraco que, quando esta ¢ colocada, a membrana
entra em contacto com o dialisado aumentando a taxa de didlise e a0 mesmo tempo
diminuindo o risco da amostras ndo serem dialisadas. A camara de didlise possui uma
tampa pesada de modo a assegurar o aumento de pressdo e o bom funcionamento deste

pI'OCGSSO[17].

()~

(3)
) e

Figura 4: Dispositivo de uma microdialise envolta numa esfera de vidro. Legenda da figura: 1) Camara de

vidro 2) Amostra 3) Membrana semi permeavel 4) Base do dispositivo 5) Buraco do dispositivo 6)

Dispositivo de microdialise 7) Dialisado!'”

Resumindo, foram ja dados os primeiros passos no sentido de tentar acelerar a taxa
de didlise e, consequentemente, tentar diminuir o tempo de dialise de modo a tentar
ultrapassar esta desvantagem e assim trazer enormes beneficios, principalmente a nivel

laboratorial e mais especificamente no tratamento de purificacdo de solug¢des de proteinas.
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A aplicagdo de uma elevada pressao hidrostatica apresenta-se como a solugdo proposta
para os ensaios realizados, e foi o objectivo proposto para o estudo efectuado e apresentado

nesta tese.

1.2.3. Aplicacoes gerais da dialise

Até ao ano de 1960, muito poucas aplicacdes deste processo eram utilizadas em
larga escala industrial, sendo que a mais importante consistia na separagdo de solugdes de
hidroxido de sdédio concentrado que continham hemicelulose. A partir de 1960, a dialise
ganhou importancia na area da satde, e uma das suas principais aplicagdes ainda hoje em
dia consiste no tratamento artificial do sangue de pacientes com insuficiéncia renal,
denominado hemodialise. Este facto levou ao desenvolvimento de dispositivos inovadores
de didlise e de novas membranas, e a didlise comegou a ganhar relevancia noutras areas de
aplicacdo. Em 1969, Schultz e Gerhardt analisaram o uso desta tecnologia como meio para
controlar culturas de bactérias para diversas aplicacdes, e actualmente sdo efectuados

(24 Hoje em dia, a

inimeros estudos para esta aplicagdo em sistemas microbiologicos
dialise é um processo rotineiro usado em quimica de proteinas, bioquimica, biotecnologia,
laboratdrios de biologia molecular e industrias que envolvem a preparacao de compostos
bioquimicos, como por exemplo para remover sais de solu¢des contendo macromoléculas
como proteinas. Outro exemplo que se pode destacar € na area de biotecnologia, em que ¢
favoravel aplicar esta tecnologia, pois os produtos a separar sdo por vezes frageis e muitas
vezes sensiveis ao calor, e a dialise ¢ um processo que se pode desenrolar a qualquer
temperatura.

A didlise tornou-se numa técnica relevante para a industria da cerveja, no campo de
redugdo e remocao do alcool. Podem-se referir outros tipos de aplica¢des, como a remogao
de 4cidos ou bases de certos produtos.

Em geral, as didlises sdo restritas para o uso em solucdes aquosas, apesar de

também poderem ser realizadas com solventes organicos, desde que se utilizem as

membranas adequadas?.
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1.3. Tecnologia de alta pressao

A aplicacdo de pressoes elevadas na produgdo e na obtencao de produtos e alimentos
¢ uma area recente que tem vindo a despertar cada vez mais interesse. Continua a oferecer
novas oportunidades de desenvolvimento, e actualmente ¢ importante para reaccdes e
separagdes na industria quimica e para actividades processuais diversas, como
homogeneizagdo, micronizacdo, plastificagdo e tratamentos fisico-biologicos, como
pasteurizagdo, esterilizagdo e coagulacdo. Tem vindo a ser evidente, principalmente nas
ultimas décadas, que a alta pressdo se podera tornar numa das tecnologias mais importantes
na area da qualidade a nivel da industria alimentar, e apresenta vantagens tanto a nivel
econémico como ambiental, no desenvolvimento de mais processos e produtos
sustentaveis para geracdes futurast'®2".

Apesar do desenvolvimento de processos de alta pressdo (que utilizam pressodes de
100 a 1000 MPa aproximadamente) ter surgido nos anos vinte e trinta na area de materiais,
a investigacdo desta tecnologia tem sido particularmente activa nas ultimas duas décadas,
criando inimeras oportunidades em vastas areas, como por exemplo na microbiologia,
ciéncia de materiais, producio de produtos alimentares, farmacéuticos e cosméticos!'® !/,

Esta técnica esta inserida num campo muito especifico, e que tem vindo a ser muito
discutida por fisicos, quimicos e engenheiros quimicos. O scale-up desta tecnologia, por
ainda ndo estar muito desenvolvido, apresenta-se como uma das principais desvantagens
desta tecnologia mas constitui simultaneamente o objectivo principal a atingir pela
comunidade cientifica. O seu custo elevado, devido essencialmente ao capital inicial
necessario, também ¢ uma limitagdo importante a ter em conta.

O tratamento por alta pressdo pode provocar diversos efeitos que podem ser
distinguidos. O efeito quimico passa por estimular a selectividade e a taxa das reacg¢des
quimicas, conjugando a possibilidade de melhorar as propriedades e qualidade dos
produtos a menor custo. O objectivo passa por melhorar as condigdes fisico-quimicas e
termodindmicas das reac¢des, como por exemplo a densidade, equilibrio quimico, entre
outros. Relativamente ao efeito bio-fisico-quimico do tratamento por alta pressdo, este esta
a ser predominantemente aplicado na industria de produgdo de alimentos e de cosméticos.

Para os processos de esterilizagcdo, este tipo de tratamento oferece uma alternativa ao

tratamento com altas temperaturas. Existem ainda dois efeitos que estdo a ser estudados
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para abrir novas portas: os efeitos fisico-hidrondémico e o fisico-hidraulico. O efeito fisico-
hidronémico esta relacionado com a conversao da energia potencial em energia cinética, e
pode servir, por exemplo, para homogeneizar misturas; por outro lado, o efeito fisico-
hidraulico ¢ envolvido durante o transporte de fluidos através de uma grande pressao
diferencial, como acontece no caso da filtrag@o, entre outras aplicag:ées“g].

Fisicamente, a pressdao hidroestatica pode ser gerada adicionando energia livre
como, por exemplo, fornecer calor a volume constante ou reduzir de forma mecénica o
volume. O aumento de pressao sob um sistema, do ponto de vista da termodinamica, segue
o principio de Le Chatelier, pois provoca uma diminui¢do do volume da mistura
reaccional, favorecendo o fenomeno em que ocorre uma diminui¢ao de volume.

No tratamento térmico, para o interior do produto que esta a ser processado atingir
a temperatura necessaria leva tempo, tendo em conta o seu tamanho e as suas
caracteristicas termo-fisicas. No tratamento com pressoes elevadas, a pressao ¢ transmitida
de modo uniforme (isostatica), causando o mesmo efeito na superficie e interior da
amostra, independentemente do seu tamanho e estrutura. Pode afirmar-se que o aumento de
pressdo ao sistema ¢ adiabdtico, ocorrendo algum aumento de temperatura que ¢
negligenciavel na maioria dos casos, sendo este facto uma grande vantagem a nivel de
scale-up®?.

Para aumentar a pressdo numa amostra, 0 modo mais frequente ¢ através de um
liquido como &gua, estando a amostra devidamente protegida do contacto directo com o
liquido com uma embalagem selada e flexivel. A pressdo ¢ gerada através de uma bomba,
e o liquido pressurizado é mantido num cilindro de ago resistente e espessura adequada. E
viavel nos dias de hoje atingir uma pressdo na gama dos gigapascal e manté-la constante
durante um elevado intervalo de tempo. Uma das principais vantagens desta tecnologia ¢
que manter a amostra sob pressdo durante um periodo prolongado de tempo ndo requer
energia adicional'"’.

Para muitas reac¢des quimicas organicas e inorganicas simples a dependéncia da
constante de equilibrio da reaccdo, K, relativamente a temperatura e pressao, ¢ conhecida e
em algumas situagdes também ¢ conhecido o impacto da alteracdo destas variaveis na

cinética da reaccdo. A expressao quantitativa do efeito da pressdo na constante de

equilibrio de uma reac¢do ¢ dada pela equacdo de Van't Hoff (equacdo 2) que relaciona a
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dependéncia da constante de equilibrio com a pressdo. AV* ¢ a variacdo de volume do

sistema reaccional que se verifica quando ocorre reacgio (cm’/mol) .

dap RT

olnk _ AV*
= (2

AV™ ¢ 1til para estimar o impacto da pressdo no equilibrio quimico. Uma varia¢ao
negativa de volume do sistema reaccional indica que a formacao de produtos ¢ favorecida
pelo aumento de pressdo. Por exemplo, as reacgdes de dissociagdo normalmente
apresentam um AV* negativo, como ¢ o caso das moléculas de agua (-22,2 cm3/mol).
Relativamente a outras ligagdes, como a formacao de pontes de hidrogénio, interacgdes
hidrofobicas ou for¢as de Van der Waals, espera-se um deslocamento do equilibrio para a
formagdo de produtos quando sujeitas a pressoes elevadas.

A velocidade das reac¢des quimicas sob pressdo depende das moléculas e do
mecanismo da reaccdo em questdo. Foi derivada uma relagdo da teoria do estado de
transicao que relaciona a constante cinética k com a pressdo, semelhante a lei de Arrhenius,

que por sua vez quantifica a dependéncia de k com a temperatura a qual decorre a reaccao

(equagdo 3).
dlnk Vg 3
op  RT )

O termo V, representa o volume de activacio da reaccdo (cm’/mol). Um
V, negativo leva a uma maior velocidade de reac¢do, enquanto que um V, positivo indica
que a reac¢do ¢ retardada. Exemplos de reaccdes aceleradas podem ser as reacgdes de
polimerizacdo. Para estruturas quimicas complexas, como ¢ o caso de proteinas, as
informagdes disponiveis sobre os parametros I, e AV* sdo limitadas. No entanto, esta
relatado que a estrutura terciaria/quaternaria e a estrutura secundaria das proteinas sdo
perdidas por pressdes elevadas, a 200 e 400 MPa, respectivamente'>.

Resumindo, a tecnologia por alta pressdo apresenta-se como uma tecnologia em
desenvolvimento continuo, e foi proposta como solugdo para melhorar a variavel tempo

numa dialise. Nesta tese, foram realizados varios ensaios no sentido de perceber se se ao

18



Capitulo I Revisao Bibliografica

aumentar a pressao hidrostatica a difusdo de sal numa didlise de uma solugdo com proteina

e sal sofria algum efeito e se se conseguia acelerar este processo de separagao.

1.3.1. Aplicacio de alta pressao na area alimentar

A utiliza¢do de alta pressdo na industria alimentar tem vindo a crescer de forma
constante nos ultimos dez anos, ¢ actualmente existem cerca de 82 instalagdes industriais
com uma produgéo anual de 100 000 toneladas que aplicam esta tecnologia'®. Os produtos
alimentares sao um ambiente propicio para o crescimento de microrganismos que podem
provocar doengas quando os alimentos estdo contaminados e sdo ingeridos. Apesar da
introducdo de regras e normas nos paises da Unido Europeia relativamente a qualidade de
alimentos, os epidemiologistas acreditam que 75% das doengas causadas por ingestdo de
produtos alimentares ¢ devido a bactérias. Por este motivo, o controlo de microrganismos €
um aspecto importante na qualidade e seguranga de produtos alimentares!® 2% 2%,

Sao aplicados muitos métodos na preservacao de alimentos de modo a controlar as
culturas bacterianas, entre os quais se destaca o processamento por alta pressdo. Esta
tecnologia, que ¢ uma alternativa ao processamento térmico, € usada com o intuito de
prolongar a validade de alguns alimentos e eliminar microrganismos patogénicos,
alterando a estrutura da membrana celular destes ou inactivando as enzimas responsaveis
pelo controlo de ac¢des metabolicas? > 2% A resisténcia de microrganismos a pressdo
varia consideravelmente e depende de factores como a pressdo aplicada, temperatura e
duracdo do tratamento aplicado, assim como o tipo de microrganismos em questdo.
Relativamente a pressdo aplicada, esta varia entre 100 a 800 MPa, dependendo do
objectivo pretendido!*.

A desidratacdo osmdtica € um dos processos em que o aumento de pressao
hidrostatica tem sido aplicado para conservac¢do de alimentos, sem alterar a integridade e
qualidade do alimento. Consiste na remog¢ao de agua de tecidos de alimentos por imersao
do alimento numa solucao hipertdnica, ou seja, uma solugdo com elevada concentracdo de
agucares e/ou sais. A forca motriz para a difusdo da agua do tecido para a solucao ¢ a
pressdo osmotica superior do meio hipertonico. Simultaneamente a difusdo de dgua, ocorre

difusdo de solutos em sentido contrario para o tecido, provenientes da solu¢do osmédtica.

Ao reduzir a dgua nos alimentos, o crescimento microbiano ¢ inibido, o que aumenta o
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tempo de conservagdo dos produtos. Alguns exemplos deste tipo de pré-tratamento sao:
antes do congelamento, secagem a seco, vacuo ou ao ar dos produtos alimentares. A
desidratacdo osmotica pode aumentar a textura e estabilidade de pigmentos que existam
nos produtos alimentares!'*=% 26271,

Existem diversos alimentos em que foi aplicada a tecnologia de alta pressio, tais
como batata, peru, magas, bacalhau, entre outros?”>%. Nos ensaios realizados com estes
alimentos ficou provado que, quando sujeitos a determinadas pressdes e sob determinadas
condicdes de temperatura e de composi¢ao de solugdo, que se consegue acelerar o processo
de difusao de sal, que € o aspecto mais relevante para o processo em questdo nesta tese. Foi
com este intuito, ¢ fazendo um paralelismo, que se tentou aplicar esta tecnologia no

processo de didlise de modo a tentar, como j4 referido anteriormente, diminuir o tempo

deste processo de separacao.

1.3.2. Equipamento de alta-pressao

Tecnologicamente, os equipamentos de alta pressdo sdo sistemas com uma
componente mecanica muito forte, ndo sendo necessarios técnicos altamente qualificados
para o seu manuseamento.

O modo de compressao pode ser feito de duas maneiras: o método de compressao
directa (menos usado) e o método de compressdo indirecta. No caso do sistema de
compressdo directa, o vaso ¢ preenchido com o meio pressurizante, sendo depois
comprimido por um pistdo de grande didmetro e movido por bomba de baixa pressdo. Este
método esta a cair em desuso devido a elevada forga de atrito que se exerce nas paredes do
vaso e que evita que haja perdas de pressdo, mas que por outro lado diminui drasticamente
o tempo de vida dos aparelhos. Relativamente ao sistema de compressdo indirecta, este
contém um intensificador de alta pressdo que ¢é utilizado para bombear o meio de
pressurizagao do reservatorio para o vaso até que se alcance o nivel de pressao desejado.

O sistema de pressurizagdo contém um vaso de pressdo, gerador de pressao, fluido
de pressurizagdo, dispositivo de controlo de temperatura e recipiente para o
acondicionamento do produto. O vaso de pressao é habitualmente um cilindro, construido
em aco inoxidavel de alta resisténcia a pressao, contendo o fluido de pressurizagao que ¢

constituido por dgua ou 6leos minerais ou vegetais ou mesmo misturas, normalmente
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propilenoglicol — 4gua. Esta composi¢do tem como intuito aumentar a lubrificacdo, ter
efeito anticorrosivo e anticongelante. Industrialmente, dado que os processamentos sao
feitos a temperatura ambiente, a 4gua ¢ o meio mais utilizado, ja que ¢ mais barato e evita
possiveis contaminagdes do produto. A cdmara de pressurizagdo ¢ o mais selada possivel
de modo a evitar ao maximo perdas de pressao, ¢ de modo a que esteja estdvel ao maximo
ao longo do tempo. A temperatura também ¢ um factor controlavel nestes aparelhos,
podendo ser um controle externo ou interno, isto €, usando um permutador de calor interno
(com camisas de arrefecimento ou aquecimento) no vaso de pressurizagdo ou por
recirculagdio do meio de aquecimento/refrigeracdo externamente. Na figura 5 estd
representada a maquina de alta pressdo que existe no departamento de quimica da

Universidade de Aveiro e que foi usada para realizar os ensaios experimentais™".

Figura 5: Dispositivo de Alta Pressdo que existe na Universidade de Aveiro, e que foi utilizada nos ensaios

experimentais
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1.4. Transferéncia de massa — Teoria

1.4.1. Determinacio de coeficientes de difusividade a partir da 2* Lei de Fick

No processo de transferéncia de massa que ocorre numa didlise de uma proteina numa
solugdo salina, a forga motriz é a pressdo osmotica provocada pela diferenca de
concentragdes entre o retentato e o dialisado, e que leva a que o sal se difunda do retentato
para o dialisado, e que em sentido contrario ao do sal a dgua se difunda por osmose.

Existem métodos reportados na literatura para calcular os coeficientes de difusdo
efectivos do soluto, usando solucdes da segunda lei de Fick para diferentes geometrias
tanto para estado estaciondrio como para estado ndo estacionario. A transferéncia de massa
¢ fungdo de muitas variaveis, destacando-se a temperatura, concentragdo e composi¢ao da
solucdo osmotica, tempo de processamento, geometria da amostra e nivel de vacuo.
Fazendo um paralelismo com a difusdo de sal que ocorre no processo de desidratacao
osmotica, pode-se aplicar 2* Lei de Fick, que por sua vez depende da geometria do
material, assumindo as seguintes aproximacodes: i) Distribuicdo uniforme dos compostos
que se encontram presentes na solugdo a dialisar; i1) Podem-se desprezar as resisténcias
internas a transferéncia de massa; iii) Nao ocorreu nenhum tipo de contrac¢do da
membrana durante o processo. No caso desta tese, considerou-se que a membrana era
aproximadamente um cilindro finito de dimensdes 2r e 21, e foi esta a solucdo utilizada

para determinar a difusividade efectiva do NaCl neste processo 272",

1.4.2. Solucio da 2% Lei de Fick para o caso de um cilindro finito

A segunda lei de Fick para a difusdo numa configura¢do geométrica de um cilindro
finito de didmetro 2r e altura 21 pode ser resolvida por sobreposicao da solucdo para um
cilindro infinito e uma placa semi-infinita (Crank, 1975, Rastogi, Eshtiaghi & Knorr,
1999).

A equagdo 5 apresenta a resolugdo relativamente a um soluto.
St=Se0) _ dpn’ | 4 q
Sy = = = Yn=1CpnCenexp [— Dest( pn e’ )] Yn=1CpnCenexp (— Dest cn )

(S0—Sw0)
(5)
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Na equagdo 5, o termo S; esta relacionado com a propor¢ao de soluto difundido num
determinado tempo e representa o racio de soluto difundido. Os indices 0, t e o
representam as concentragdes relevantes no momento inicial, para qualquer tempo e no
equilibrio, respectivamente. S; representa o contetdo de soluto difundido para qualquer
tempo. D corresponde ao coeficiente de difusdo efectivo para o soluto. O termo Cy, € 0

termo C, estdo representados nas equagoes 6 € 7.

2a(1+a)
pn (1+a+a?+a?qpn?) (6)
4a(1+a)
M (atda+a’qen?) (7

O termo a representa o racio de volume de retentato e volume de dialisado utilizado
nos ensaios experimentais. O termo qp,, presente na equagdo 8, corresponde as raizes

positivas ndo nulas da equagao 6.

tanq,, = —aqpn (8)

Relativamente ao termo qc, que ¢ um dos constituintes da equacgdo 7, corresponde

as raizes positivas ndo nulas da equagao 9.

aqcnJo (qcn) + 2/1(qen) =0 )

Os termos Jo(qen) € J1(qen), presentes na equagdo 9, sdo dados pelas raizes da fungao
de Bessel de ordem 0O e ordem 1, respectivamente, onde o termo A ¢ definido como esta

descrito pela equagdo 10.

7 = E 1+ O (10)

23



Capitulo I Revisdo Bibliografica

O coeficiente de difusao efectivo e o S, foram determinados por regressao linear,
usando a equagdo 5 e o primeiro termo do somatodrio. Verifica-se que o segundo termo do

somatdrio pode ser desprezado, por representar apenas 3% do primeiro termo.
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Capitulo II Materiais e Métodos

2.1. Preparacio da solucio a dialisar

A solucdo a dialisar foi preparada com cloreto de s6dio RPE ACS adquirido a José
M. Vaz Pereira S.A Lote 7M122258F, e com proteina albumina sérica bovina, que ¢
denominada como BSA (Fisher Scientific, UK code A/1278/48). A amostra, ou seja, a
solugdo que foi colocada dentro da membrana, continha uma concentracao de 7,05 % de

NaCl e uma concentracdo de 1 mg/ml de BSA.

2.2. Esquema experimental

2.2.1. Membrana utilizada

Nos ensaios experimentais utilizou-se uma membrana da marca Visking, de
tamanho 2, de didametro 14.3 mm e com o MWCO de 12000 a 14000 Daltons. Esta
membrana foi formada a partir de celulose natural, que foi dissolvida em solventes
especiais inorganicos e refeita num novo polimero. Esta membrana encontra-se na forma
de folhas planas e foi preparada segundo o método 2 apresentado pela marca Visking, e que

¢ descrito na secg¢ao 2.1.2.

2.2.2. Método de lavagem da membrana

A membrana foi aquecida numa solugdo com 2% de bicarbonato de sodio e 1
milimolar de EDTA a 80°C durante 30 minutos, sendo de seguida lavada com agua

destilada. Foi guardada em agua destilada a 4°C.
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2.2.3. Dispositivo experimental

O dispositivo experimental consistia num frasco que continha a membrana de
dialise e o volume de dialisado, como ¢ representado na figura 6. Relativamente a
membrana de dialise, deu-se um ndé numa das extremidades e colocou-se dentro desta 5 ml
da solugdo a dialisar (retentato). Fechou-se, usando fio de sapateiro, a membrana com um
no, colocando-a de seguida dentro do frasco de didlise. As membranas ficaram com um
diametro de 1,5 cm e um comprimento de 4,5 cm (figura 7). Preencheu-se o maximo de
volume do frasco de didlise com agua destilada, registando o volume desta. Para os ensaios
realizados na pressdo, colocaram-se os frascos de dialise num saco para que fosse selado a
quente, para evitar saida para o fluido de pressurizacdo de dialisado, no caso de deficiente

vedacao do frasco.

Figura 6: Frasco do dispositivo experimental de dialise.
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Figura 7: Membrana de dialise, antes de ser colocada no dispositivo de dialise.

2.3. Estimativa da quantidade de NaCl pelo método condutivimétrico

A medicao da condutividade foi utilizada para estimar o conteido em NaCl tanto
no retentato como no dialisado apds cada ensaio experimental. O NaCl presente foi
determinado baseando-se numa recta de calibracdo entre 0 ¢ 7 % de NaCl, que foi
previamente determinada e que relaciona a condutividade em funcdo da % de NaCl. Deste
modo, obtinha-se uma estimativa rapida da quantidade de NaCl, o que permitia verificar e

controlar como estava a evoluir a difusdo de sal do retentato para o dialisado.

2.4. Determinac¢ao do conteudo de NaCl pelo método quimico

A quantificacdo do NaCL, ap6s a estimativa obtida pela medigdo de condutividade,
foi realizada pelo método de Volhard™'. A 5-10 ml de amostra, adicionou-se AgNO; 0,10
M em excesso (5-10 ml), que levou a precipitagdo dos i0es cloreto na forma de AgCI(s).
Com uma solugao de KSCN 0,1 M titulou-se com uma microbureta, Crison micro Bu
2031, os 10es Ag+ que estavam em excesso € que ndo precipitaram, determinando-se assim

os i0es Cl” presentes na amostra.
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As reacgoes envolvidas neste método sao:
Aglagycexcesso) T Cliagyanatitoy = AICls) + Aglag)
SCNigqy + Ag(th) — AgSCN s
SCNigq) + Felayy = Fe(SCN)ay

Foi usado o indicador alumen férrico, FeNH4(SO4),.12H,0O num meio acidificado
com 4cido nitrico diluido que, na presenca de ides SCN-, forma Fe(SCN)™ que tem
tonalidade laranja. Assim quando todos os ides prata sdo titulados, a solucao fica com uma
tonalidade laranja, sendo esse o ponto final da titulagdo. O conteudo em sal foi expresso

em %NacCl, utilizando-se duas réplicas para determinagao do NaCl.

2.5. Determinacio da quantidade de proteina BSA - Método de Biureto

Este método baseia-se na medicdo, por espectrofotometria de visivel (VIS), do
complexo proteina-cobre que se forma em solugdes fortemente alcalinas. Pensa-se que a
reaccdo de Biureto entre o 130 cobre e a proteina ocorre por coordena¢do de um ido cobre a
4 atomos de azoto das ligagdes peptidicas. Forma-se um complexo purpura que pode ser
quantificado espectrofotometricamente a 540 nm. A desvantagem deste método ¢ o seu
elevado limite de quantificacdo (gama de linearidade: 1-6 mg/ml). No entanto, o limite de
quantifica¢do pode ser diminuido, com algumas alteragdes ao procedimento descrito. Para
este método, foi previamente determinada uma recta de calibracdo, para se poder
determinar posteriormente a concentracdo de proteina, a partir de solugdes padrao de BSA
com concentragdes no intervalo de 1 a 5 mg/ml.

Para fazer a andlise das amostras, seguiu-se o seguinte protocolo:

1- A 1.0 ml da amostra a analisar, branco (agua destilada) e amostra (preparou-se

a amostra em duplicado) adicionou-se, em tubos de ensaio previamente
rotulados, 5.0 ml de reagente de Biureto. O reagente de biureto ¢ preparado
previamente.

2- Agitaram-se bem os tubos de ensaio.

3- Deixou-se reagir as amostras € o branco, em repouso, durante 30 minutos.

4- Mediu-se a absorvancia a 540 nm, contra o branco.
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5- Quantificou-se a presenca de proteina em todos os ensaios, a partir de uma recta

de calibragdo determinada previamente.

2.6. Tratamentos de alta pressao

Os tratamentos de alta pressdo foram feitos num aparelho da Universidade de
Aveiro (Unipress Equipment, Modelo U33, Polonia). Este aparelho tem um vaso com
capacidade para 100 ml tendo 35 mm de diametro ¢ 100 mm de altura. O vaso tem uma
camisa de termostatizacao externa ligada a um banho de termostatizagdo para controlo de
temperatura. O aparelho tem capacidade para atingir pressdes de 700 MPa, ou seja,
aproximadamente 7000 atm.

Os ensaios de didlise foram iniciados a pressdo atmosférica. Seguidamente, os
sacos contendo os dispositivos de didlise foram colocados num aparelho de vécuo,
Albipack Packaging Solutions, Portugal, onde ar foi retirado, com vacuo de 80% e selados
a quente. Imediatamente apds a selagem, colocou-se a amostra no vaso de pressdo e
pressurizou-se a pressdo desejada, com uma taxa de compressio de 450 MPa/min,
utilizando uma mistura de propilenoglicol agua (60:40), como fluido de pressurizagao.

As experiéncias foram realizadas a 100, 200 e 300 MPa sob pressdo. Apds o tempo
de pressurizacdo, despressurizou-se sendo esta descompressdo quase imediata (menos de 5
segundos) até cerca de 20 MPa e depois mais 15 segundos até a descompressdo total.
Posteriormente, retirou-se o saco do vaso de pressurizacdo e recolheu-se o dispositivo de
dialise, retirando a membrana do dialisado. Mediu-se o volume de retentato e dialisado, e
efectuou-se a medi¢do da condutividade de ambas as solugdes, de modo a se poder ter uma
ideia da quantidade de sal presente em cada uma pelo método condutivimétrico.
Posteriormente, determinou-se a quantidade de sal no retentato e dialisado pelo método de

Volhard, e a quantificacdo de BSA através do teste de Biureto.
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Capitulo III Analise e Discussdo de Resultados

De modo a facilitar os ensaios experimentais realizados, testou-se a viabilidade de
utilizar um método rapido de quantificacdo do NaCl, tanto no retentato como no dialisado,
o condutivimétrico. Posteriormente, para confirmar e obter resultados mais exactos,

quantificou-se a quantidade de NaCl pelo método de Volhard.

3.1. Ensaios preliminares

3.1.1. Quantificacdo de NaCl mediante o método condutivimétrico e método de
Volhard

Inicialmente, preparam-se diversas solugdes a partir de uma solucdo de NaCl de
concentragdo 12,5% (m/m). No grafico representado na figura 8 apresentam-se os
resultados das medicoes efectuadas para a temperatura ambiente (25°C), onde se verifica
que existe uma relacdo linear entre a concentragdo de NaCl até 7% e a condutividade. Foi
tracada a recta que relaciona os pontos na gama linear (y= 15,9x + 0,480 com um
coeficiente de correlacdo de 0.994), que também se encontra representada na figura 8. A
partir da recta determinada, ¢ possivel quantificar a concentragdo de NaCl presente nas
solucdes. A concentragdo de NaCl utilizada para os ensaios experimentais foi de 7,05 % de
sal, o que se encontra dentro da gama linear referida. Em todas as figuras da tese os pontos
representam os valores médios de dois ensaios realizados e as barras de erro os respectivos

desvios padroes.
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Figura 8:Condutividade (mS/cm) em funcdo da concentracdo de NaCl (%) a temperatura ambiente,

juntamente com a representacao da recta que relaciona os valores experimentais na gama linear.

Para verificar a viabilidade do método anteriormente referido, realizou-se um
ensaio experimental de determinacdo da concentragdo de NaCl pelo método de Volhard,
também denominado método quimico, e relacionou-se com a concentracdo determinada

anteriormente por condutividade para algumas solugdes na gama linear (figura 9).

1,4 -
1,2 - y=1,17x - 3,07e10?
R? = 0,9966

1 .
08 -

0,6 -

Nacl (%) Volhard

04 -

0,2 -

O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
NaCl (%) Condutividade

Figura 9:Representagdo grafica da relagdo linear existente entre o0 método condutivimétrico e o quimico.

Observando a boa correlagdo que existe entre os dois métodos (coeficiente de

correlacdo de 0.997), conclui-se que o método condutivimétrico pode ser utilizado como
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método rapido para se ter uma ideia da concentragao de NaCl, que ¢ depois confirmado

pelo método de Volhard.

3.1.2. Quantificacido da proteina BSA pelo método de Biureto

Em relagdo a determinagdo da concentracio de BSA, preparam-se solugdes com
diferentes concentracdes a partir de uma solugdo com concentragdo de 25 mg/ml de
proteina. Foram sujeitas ao teste de Biureto, medindo-se a sua absorvancia a 540 nm.
Representaram-se graficamente os resultados, que mostram um comportamento linear
(figura 10), e determinou-se a recta que relaciona a absorvancia a 540 nm e a concentragdo

da proteina.
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y =0,035x + 0,008

0,100 1 R? = 0,984

0,080 -
0,060 -

0,040 -

Absorvancia 540 nm

0,020 -

0,000 T T T T 1

0 1 2 3 4 5
BSA (mg/mL)

Figura 10:Representagdo da linearidade existente entre a concentragdo da proteina e a sua absorvancia a 540

nm relativamente ao teste de Biureto.

A recta obtida para esta relacdo linear foi y=0.035x+0.008, que permite quantificar a
concentragdo de proteina da solugdo. A concentracdo de BSA usada nos ensaios
experimentais foi de 1 mg/ml, que se encontra na gama linear.

Como a solu¢do inicial nos ensaios experimentais possuia na sua constituicio BSA e
NaCl, foi realizado um ensaio experimental no sentido de confirmar se a presencga de sal
afectava o teste de biureto, de modo a provar que este ¢ um teste vidvel para a

determinagdo da concentragao da proteina (figura 11).
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Figura 11:Ensaio experimental para testar a validade do método de Biureto quando existe presenga de NaCl

na solug@o de BSA (1mg/mL).

Os resultados apresentados pela figura 4 mostram o que o sal presente na solugdo
da proteina ndo apresenta efeito no teste do biureto, sendo por isso vidvel a sua aplicagdo
neste trabalho. O teste de biureto ¢ um dos mais utilizados para quantificar a presenga de

proteinas.

3.2. Ensaios experimentais

3.2.1. Ensaio realizado a pressao atmosférica

Com o intuito de poder perceber e estudar o processo de dialise, a primeira
experiéncia foi efectuada a pressdo atmosférica (0,1 MPa). Efectuaram-se varios ensaios a
diversos tempos, ¢ determinou-se a quantidade de sal em cada solu¢do, ou seja, no
retentato e no dialisado. Como ja referido, para cada ensaio e experiéncia efectuados,
realizaram-se duas réplicas e os resultados que se apresentam sao a média dos resultados
dessas réplicas, juntamente com as barras de erro do desvio padrdo. Na figura 12
apresentam-se os resultados tanto por determinagdo quimica como pelo método

condutivimétrico.
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Figura 12: Resultados obtidos para a transferéncia de sal do retentato para o dialisado para o ensaio

realizado a pressdo atmosférica, em % de NaCl.

Pela analise do grafico presente na figura 12, constata-se que o sal se difundiu do
retentato para o dialisado, ou seja ao longo do tempo a concentragdo de sal foi aumentando
fora da membrana de didlise e diminuindo dentro desta até se atingir um equilibrio. Este
equilibrio deve-se ao facto da for¢a motriz (diferenca de pressdo osmotica) que leva a
transferéncia de NaCl ter atingido um valor perto do nulo, ou seja, a pressdo osmotica
atingiu um valor idéntico no dialisado e no retentato. Para este ensaio, ocorreu a 1,09% de
NaCl (média dos tltimos dois valores), e foi atingido por volta dos 120 minutos de didlise.
E de realgar o facto de que os resultados determinados pelos dois métodos
(condutuvimétrico e Volhard) sdo idénticos, o que prova a validade de ambos.

Foi determinado o racio de NaCl, que se representa pelo parametro S; (figura 13),
permitindo ver que atinge um valor muito préximo de zero, o que comprova que a didlise

atingiu o equilibrio.
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Figura 13: Representagdo da variavel Sr em fung@o dos tempos realizados nos ensaios experimentais.

No inicio de cada ensaio, assim como no final, foram medidos os volumes do
dialisado e retentato, uma vez que também ocorre osmose, ou seja, difusdo de agua. Na

figura 14 apresenta-se a variagdo dos volumes dentro e fora da membrana.
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Figura 14: Variagio de volume no retentato e dialisado no ensaio realizado a pressdo atmosférica.

Estes graficos traduzem o movimento que ocorreu de dgua da solugdo exterior para
o interior da membrana ao longo do tempo. A linha preta em cada figura corresponde ao
valor do volume inicial para cada ensaio. Na tabela 2 apresenta-se a perda de volume que
ocorreu em cada ensaio, assim como a variagdo de volume que ocorreu no retentato e
dialisado em cada ensaio. Na experiéncia esta diminui¢cdo pode ser devida a perda ao

apertar a membrana no inicio da experiéncia, pois esta era muito justa para o frasco.
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Tabela 2:Perda e variacdo de volume entre dialisado e retentato, em ml.

A Volume dialisado A Volume retentato
Tempo (min) | Perda de volume (ml)

(ml) (ml)
5 0,8 0,8 0
10 0,1 0,3 0,2
15 0,3 0,5 0,2
30 0,4 0,8 0,4
45 0,2 0,7 0,5
90 0,2 0,6 0,4
120 0,4 0,9 0,5
150 0,5 1 0,5

O fluxo de 4dgua que ocorreu do dialisado para o retentato ¢ visivel na figura 15,
onde se verifica claramente que a membrana ficou com mais volume do que no inicio da

actividade experimental.

Figura 15: Membrana com a solugdo inicial de proteina e sal utilizada nos ensaios (imagem a esquerda) e

membrana no fim do ensaio, quando se retirava do dispositivo experimental (imagem a direita).
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Determinou-se a massa total de NaCl através do balanco de massa ¢ a sua variacao
ao longo do tempo nas amostras, assim como a variagdo da massa total para cada

experiéncia efectuada (figura 16).
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Figura 16: Varia¢do da massa de NaCl (em g) ao longo do tempo, assim como da massa total das amostras.

Esta figura mostra que a massa de sal segue a tendéncia ja anteriormente verificada,
ou seja ocorre a saida de sal do retentato e a sua entrada no dialisado. Relativamente a
massa total de NaCl verifica-se que esta diminuiu ligeiramente em alguns ensaios, e este
facto devera estar relacionado com a perda de volume de solugdo de retentato ao fechar a
membrana, como foi referido anteriormente.

De modo a se poder confirmar que a proteina ndo se difundiu para fora da
membrana, submeteram-se algumas amostras da solucdo de retentato ao teste de biureto

(figura 17).
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Figura 17: Resultados do teste de biureto efectuado a algumas amostras de retentato.

Os resultados experimentais obtidos provam que a quantidade total de proteina no
retentato ndo se alterou, sendo igual ao valor da solugdo inicial. Conclui-se que a proteina
ndo se difundiu para fora da membrana.

Resumindo, este ensaio realizado a temperatura ambiente serviu como base de
comparagdo para 0s ensaios seguintes, a pressdes mais elevadas e também como
comparagao para o ensaio realizado a 4°C, para se perceber qual o efeito que a pressao e a
temperatura podera trazer ao processo de separacdo em questdo. Constatou-se o que ja era
esperado neste ensaio: ocorreu difusdo de sal do retentato para o dialisado, e transferéncia
de agua em sentido contrario, ou seja, para a solucdo inicial. O equilibrio foi atingido por

volta dos 100-120 minutos.
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3.2.2. Ensaio realizado a temperatura de 4°C

A maior parte das didlises que envolvem proteinas a nivel laboratorial realizam-se a
temperatura de 4°C, de modo a que as proteinas ndo sofram desnaturagdo, o que torna a
dialise mais lenta. De modo a comprovar o efeito da temperatura neste processo de
separacdo, efectuou-se um ensaio a 4°C e compararam-se os resultados com os obtidos a

pressao atmosférica e temperatura ambiente (figura 18).
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Figura 18: Compara¢édo dos resultados obtidos para a difusdo de sal do retentato para o dialisado dos ensaios

realizados a 4°C e a pressdo atmosférica, em % de NaCl.

A quantidade de NaCl determinada nestes ensaios experimentais foi feita através do
método condutivimétrico, que anteriormente se provou ser valido por ter resultados muito
semelhantes ao método quimico. Por andlise da figura 18, conclui-se que a difusdo de sal
no ensaio de 4°C ocorre do retentato para o dialisado como no ensaio realizado a
temperatura ambiente, sendo no entanto uma difusdo um pouco mais lenta, mas que nao
difere muito da que acontece a temperatura ambiente. Para os tempos de dialise testados
para este ensaio, ao contrario do ensaio realizado a temperatura ambiente, o ensaio a 4°C
ndo atingiu o equilibrio, devido ao facto de a dialise ser lenta.

Determinaram-se os volumes no inicio e final de cada amostra para o retentato e

para o dialisado, cujos resultados se apresentam na figura 19.
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Figura 19: Variagdo de volume no retentato e dialisado no ensaio realizado a temperatura de 4°C.

Ao analisar a figura 19, verifica-se que a 4°C ocorreu diminuicdo de volume do
dialisado, como ja se tinha verificado a temperatura ambiente. A linha preta no grafico
representa o valor inicial de volume para todos os ensaios. A tabela 3 apresenta os
resultados da perda de volume deste ensaio experimental e variagdo de volume do retentato

e dialisado.

Tabela 3: Perda de volume (em ml) e variagdo de volume do retentato e dialisado (em ml) no ensaio

realizado a temperatura de 4°C

A Volume dialisado A Volume retentato
Tempo (min) | Perda de volume (ml)

(ml) (ml)
10 0,9 0,8 -0,1
30 1,5 1,5 0
45 1,5 1,6 0,1
67 0,6 0,8 0,2
120 1,2 1,5 0,3
150 1,1 1,5 0,4

Comparando com o ensaio realizado a temperatura ambiente, neste ensaio a perda
de volume foi muito maior, e este facto pode estar associado a perda de volume ao fechar a
membrana. De realgar que a didlise a 4°C foi o segundo ensaio realizado, tendo ocorrido

mais perda de volume, nos ensaios posteriores teve-se mais cuidado a fechar a membrana.
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O ensaio realizado a temperatura ambiente apresentado anteriormente foi repetido e ja se
teve também mais cuidado ao fechar a membrana.

Procedeu-se a determinag@o da massa de NaCl, como se apresenta na figura 20.
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Figura 20: Variacdo da massa de NaCl (em g) no retentato e dialisado, ¢ da massa total no ensaio realizado a
4°C.

Este figura traduz a variagdo da massa de sal durante a experiéncia, ou seja, que
ocorre difusdo de sal do retentato para o dialisado. E de realgar o facto de que a massa total
média ¢ um pouco menor do que a massa no inicio de cada actividade experimental, o que
pode ser devido as perdas de volume de amostra no decorrer da actividade experimental.

Fazendo um resumo geral do ensaio realizado a temperatura 4°C, que como ja dito
anteriormente ¢ a temperatura a qual se realizam as dialises que envolvem proteinas,
verificou-se que ocorreu um comportamento semelhante ao do ensaio realizado a
temperatura ambiente, sendo um pouco mais lenta a difusdo do sal. Devido a este facto,
neste ensaio ndo se conseguiu atingir o equilibrio osmoético para o tempo mais longo da

experiéncia.
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3.2.3. Ensaio realizado a pressio de 100 MPa

Tendo em vista o objectivo de estudar e perceber se € possivel acelerar este processo de

separacdo, procedeu-se a execucao de um ensaio a pressao de 100 MPa. (figura 21).
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1
0 |
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Figura 21: Resultados obtidos para a transferéncia de sal do retentato para o dialisado para o ensaio realizado

a 100 MP, em % de NaCl.

Para este ensaio, ndo foi atingido o equilibrio (devido ao tempo curto), mas
verifica-se a tendéncia para tal, e para um valor aproximado (1,5 % de NaCl). Nao se
fizeram experiéncias a tempos mais longos, pois o equipamento de alta pressdo usado ¢
muito caro e ¢ bastante utilizado para outros estudos, pelo que estd muito ocupado, sendo
necessario gerir a sua utilizagdo. Os valores obtidos tanto pelo método condutivimétrico
como pelo quimico sdo coincidentes, como ja verificado anteriormente no ensaio realizado
a pressdo atmosférica (figura 12). Constatou-se igualmente uma variagdo de volume do
retentato e dialisado, o que correspondeu a uma diminui¢do de volume de dialisado e um

aumento no retentato, sendo os resultados apresentados no grafico da figura 22.
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Figura 22:Variacdo de volume no dialisado e no retentato, em ml.

A variacdo de volume neste ensaio experimental apresenta-se mais irregular, mas
confirma a transferéncia de dgua do dialisado para o retentado. A linha preta em cada
figura representa o valor inicial de volume para todos os ensaios. Na tabela 4 apresenta-se

a perda de volume dos ensaios a 100 MPa.

Tabela 4: Perda de volume (em ml) e variagdo de volume do retentato e dialisado (em ml) no ensaio

realizado a pressdao de 100 MPa

Tempo Perda de volume (ml) A Volume dialisado A Volume retentato

(ml) (ml)

1 1,5 1,7 0,2

2 0,3 1,2 0,9

5 1,3 1,5 0,2

8 1,7 2,3 0,6

11 0,8 1,7 0,9
25 0,4 0,3 0,7
37,3 0,5 1,2 0,7
50 0,2 0,5 0,3

Neste ensaio, a perda de volume aumentou relativamente ao ensaio realizado a

pressdo atmosférica. Poderd estar relacionado com uma execugdo experimental menos
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cuidada ao fechar a membrana, o que se traduziu numa maior perda de volume de
amostras.
Ap6s a determinacdo dos volumes, foram efectuados os calculos para determinar a

massa de NaCl em ambas as solucdes (figura 23).
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Figura 23:Variagdo da massa de NaCl (em g) tanto no retentato como no dialisado, assim como a variagdo

de massa total deste sal no ensaio realizado a 100 MPa.

Verifica-se que, como ja demonstrado anteriormente, a massa de NaCl no retentato
vai diminuindo e no dialisado aumentando ao longo do tempo. Ao analisar a variagao total
da massa média de NaCl, observa-se que esta encontra-se abaixo da massa inicial de sal na
amostra, o que pode estar relacionado com a perda de volume das solugdes na execugdo

experimental e leva a que a massa obtida no final seja menor que a inicial.
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3.2.4. Ensaio realizado a pressao de 200 MPa

Realizou-se um ensaio a pressao de 200 MPa, igualmente para se perceber se a taxa de
diadlise aumenta se se aumentar a pressdo hidrostatica. Na figura 24 apresentam-se os

resultados obtidos neste ensaio experimental.
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Figura 24: Resultados obtidos para a transferéncia de sal do retentato para o dialisado para o ensaio realizado

a 200 MP, em % de NaCl.

O equilibrio osmotico ndo foi atingido para os tempos realizados nesta actividade
experimental, devido a ndo se ter efectuado ensaios a tempos suficientemente longos.
Constata-se novamente que ndo existe diferencga significativa entre os valores obtidos por

condutividade ou pelo método de Volhard.
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Figura 25: Variacdo de volume no retentato e dialisado para o ensaio realizado a 200 MPa.
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Relativamente aos volumes de retentato e dialisado, verifica-se que houve um
aumento de volume do retentato, com uma consequente diminui¢do do volume de
dialisado, o que prova o fluxo de dgua do dialisado para o retentato (figura 25). As linhas a
preto representam o volume inicial das amostras. Na tabela 5 apresenta-se a perda de

volume, em ml, entre as duas solugdes da actividade experimental.

Tabela 5: Perda de volumes (em ml) e variagdo de volume do retentato e dialisado (em ml) no ensaio

realizado a 200 MPa

Tempo Perda de volume (ml) A Volume dialisado A Volume retentato

(ml) (ml)
1 0,1 0,5 0,4
2 0 0,5 0,5
5 0,3 0,8 0,5
8 0 0,6 0,6
11 0,3 0,7 0,4
25 0,2 0,6 0,4

Uma nota importante que se pode referir relativamente a perda de volumes neste
ensaio € que, comparativamente aos outros casos, a perda de volume de solugdo ¢ menor.
Este facto estd relacionado possivelmente com uma optimizacdo da execugdo
experimental, o que levou a uma minimizagao de perdas de solugao.

Apo6s a determinacdo dos volumes, a semelhangca do que se executou nos outros
ensaios, procedeu-se ao calculo da massa de sal que saiu do retentato e entrou no dialisado,

e da variagdo da massa total (figura 26).
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Figura 26: Variacdo da massa de NaCl (g) no dialisado, retentato e massa total do sal, no ensaio realizado a

200 MPa.

O sal NaCl no retentato ¢ transferido para o dialisado, o que ¢ demonstrado e
confirmado pelo grafico da figura 26. A massa total do sal ¢ semelhante a massa inicial, o
que comprova que neste ensaio a perda de volume de amostra foi minima, até comparada

com ensaios anteriores.
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3.2.5. Ensaio realizado a pressio de 300 MPa

De modo a se poderem comparar resultados e entender qual ¢ a pressao a qual se
obtém melhores resultados, foi efectuado um ensaio a uma pressao mais elevada, 300 MPa.

Na figura 27 apresentam-se os resultados, em % de NaCl, obtidos nesta experiéncia.

==6==\/0lhard Dialisado

5 X Cond. Dialisado

S -

z ] Volhard Retentato
4 X X Cond. Retentato
1 ——

o = N w e (%) o)) ~ o]
1

0 10 20 30
Tempo (min)

Figura 27: Resultados obtidos para a transferéncia de sal do retentato para o dialisado para o ensaio realizado

a 300 MP, em % de NaCl.

O sal movimenta-se do retentato, onde consequentemente a sua concentracdo vai
diminuindo ao longo do tempo, para o dialisado. Neste ensaio o equilibrio também nao foi
atingido, mas os resultados mostram que a tendéncia ao longo do tempo ¢ que a
concentragdo de sal no dialisado e no retentato se igualem.

Os volumes também apresentam o mesmo comportamento visto anteriormente e estao

representados na figura 28.
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Figura 28:Variacdo do volume de retentato e dialisado para cada ensaio, em ml.

Nesta figura, as linhas pretas representam o valor de volume inicial das amostras.
Confirma-se a diminuicao de volume de dialisado, e consequente aumento de volume de
retentato, o que confirma a transferéncia de agua para o interior da membrana de dialise.

O aumento do volume de retentato apresenta um comportamento interessante para este

ensaio de 300 MPa, uma relacdo linear para os primeiros ensaios, que se apresenta no

grafico da figura 29.
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Figura 29: Representacdo da gama linear para as primeiras experiéncias a 300 MPa.

Este comportamento linear de aumento de volume no retentato e que se verificou neste
ensaio a 300 MPa também seria expectavel nos restantes ensaios realizados a 100 e 200

MPa. Este facto ndo se verificou provavelmente devido a erros experimentais,
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nomeadamente relacionados com a perda de volume da solugdo inicial na execucgdo
experimental, o que leva a que ndo se tenha verificado esta tendéncia linear do aumento de
volumes do retentato nos outros ensaios.

A tabela 6 apresenta os valores de perda de volume neste ensaio de 300 MPa.

Tabela 6: Diferenca de volumes entre retentato e dialisado (em ml) e variacdo do volume do retentato e

dialisado (em ml) para o ensaio de 300 MPa.

Perda de Volume A Volume dialisado A Volume retentato
Tempo(min)
(ml) (ml) (ml)
1 1,3 1,5 0,2
2 0,8 1,2 0,4
5 0,3 1,2 0,9
25 0,9 2.4 1,5

Para esta experiéncia, verifica-se que a perda de volume se encontra dentro dos
valores anteriormente registados. Apenas um ensaio ultrapassa a perda de 1 ml.

Com os volumes determinados, ¢ seguindo o mesmo tratamento de dados dos
outros ensaios, determinou-se a massa de NaCl do retentato e do dialisado, e calculou-se a

varia¢do da massa total ao longo do tempo (figura 30).

0,4
0,35 ’1‘ fm
A
0,3 - A
= 0,25 - =&==m dialisado(g)
‘;’Zu 0,2 - —==m retentato(g)
€ 0,15 - A mtotal(g)
0,1 m inicial (g)
0,05 +
E
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 30: Variagdo da massa de NaCl do retentato, dialisado ¢ massa total deste sal, em g, para cada

experiéncia realizado a 300 MPa.
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O NaC(l ¢ transferido do retentato para o dialisado, o que ja tinha sido mostrado
anteriormente. O valor da massa total de sal ¢ mais baixo, pois o volume perdido no
dialisado e retentato na execu¢do experimental, em média, j4 foi maior, levando a uma
consequente perda de massa deste sal.

De forma a se verificar se a proteina se difundiu para o dialisado, calculou-se a
quantidade total de BSA presente no dialisado e retentato para algumas amostras (figura

31).

54 -

5,2 4
5 5 %K*'_ X . © & P Atmosférica
E oA X 100 MPa
= 4,8
(%]
8 46 - 300 MPa
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o
42 - 4eC
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Figura 31: Massa de proteina BSA presente nas amostras realizadas a pressdo atmosférica, 4°C, e 100, 200 e
300 MPa.

Analisando os resultados deste teste que estao representados na figura 32, conclui-
se que a quantidade total de proteina ¢ semelhante ao valor inicial da solug¢do de proteina, o

que comprova que em todos os ensaios ndo ocorreu transferéncia de BSA para o dialisado.
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3.2.6. Comparacio entre os ensaios realizados: Pressao atmosférica, 100, 200 e 300
MPa

Para se compreender qual o efeito que o aumento de pressdao provocou no processo de
separacdo em estudo, procedeu-se a comparagdo da difusdo do sal do retentato e dialisado

(figuras 32 e 33). Como se pode verificar, a difusdo do sal ¢ mais rdpida quando a didlise ¢

efectuada sob alta pressdo.

1,2 -
1
0,8 =G==Patm
<
= o6 —==100 MPa
2 200 MPa
0,4
—¢=300 MPa
0,2

0 " T T T 1
0 50 100 150 200
Tempo (min)

Figura 32: Representacdo grafica da entrada de NaCl (%) para o dialisado dos ensaios a pressdo atmosférica,

100 MPa, 200 MPa e 300 MPa.
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Figura 33: Representacdo grafica da saida de NaCl (%) do retentato dos ensaios a pressdo atmosférica, 100

MPa, 200 MPa e 300 MPa.
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De modo a ser possivel uma melhor comparacao qualitativa do efeito da pressao na
dialise, escolheu-se um intervalo de tempo (de 0 a 30 minutos) antes de se atingir o

equilibrio (figuras 34 e 35).
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Figura 34: Representagdo grafica da entrada de NaCl (%) para o dialisado dos ensaios a pressdo atmosférica,

100 MPa, 200 MPa e 300 MPa num intervalo de tempo inicial, at¢ 30 minutos.
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Figura 35: Representagdo grafica de saida de NaCl (%) do retentato dos ensaios a pressdo atmosférica, 100

MPa, 200 MPa e 300 MPa num intervalo de tempo inicial, at¢ 30 minutos.

Verifica-se que para todos os ensaios realizados sob pressao a velocidade da diélise

o~

aumentou significativamente. Por exemplo, ¢ visivel que a difusdo de sal do retentato

o~

bastante mais rapida sob pressdo. Aos 5 minutos sob pressdo a concentracdo de sal

semelhante ao valor de 15 minutos a pressao atmosférica. Estes resultados indicam que a
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realizagdo da dialise sob pressdo acelera a dialise, como se comprova pelos resultados

apresentados pela tabela 7 onde se compara os resultados para o tempo de 5 minutos.

Tabela 7: Comparagdo da quantidade de NaCl (%) presente no retentato e dialisado, para o tempo de 5
minutos do ensaio realizado a pressdo atmosférica e dos ensaios realizados na alta pressdo (100,200 e 300

MPa).

Pressao
Ensaios 100 MPa 200 MPa 300 MPa
atmosférica
% NaCl
presente no 5,98 3,54 3,98 3,55
retentato
%NaCl
presente no 0,122 0,542 0,465 0,424
dialisado

Analisando os resultados apresentados na tabela 7, torna-se evidente que existe uma
acelerag¢do da difusdo de sal do retentato para o dialisado através da aplicagdo de pressao
hidrostatica, pois no ensaio realizado a pressdo atmosférica a presenca de sal no retentato ¢
de cerca de 5,98%, enquanto que nos restantes ensaios a quantidade de sal possui valores
na ordem dos 3,5%, o que significa uma diminui¢ao de cerca de 40% de sal no retentato.
Este tipo de comparacdo comprova que a utilizagao de alta pressao pode ser eficiente para
diminuir o tempo de dialise.

Pelos graficos representados nas figuras 34 e 35, conclui-se também que o valor de
equilibrio da didlise ndo devera ser afectado pela pressdo. Esta conclusido baseia-se
principalmente nos resultados a 100 MPa, onde isso ¢ visivel, dado que para 200 e 300
MPa os tempos foram demasiado curtos para se poder verificar um valor quantitativo para
o equilibrio. O que os resultados a 100 MPa permitem concluir é que o tempo a que se
atinge o equilibrio seria menor, em virtude do efeito de aceleracdo que a pressao causa na
dialise.

Nas figuras 36 e 37 apresenta-se a comparagdo da variacdo da massa de sal no

retentato e dialisado, em quantidade total (g).
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Figura 36: Compara¢do da variagdo da massa de NaCl (g) no dialisado dos ensaios realizados a pressido

atmosférica, 100, 200 e 300 MPa.
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Figura 37: Comparagdo da variagdo da massa de NaCl (g) no retentato dos ensaios realizados a pressdo

atmosférica, 100, 200 e 300 MPa.

Comprova-se com estes graficos o mesmo comportamento verificado
anteriormente. O NaCl ¢ transferido do retentato para o dialisado, e observando a figura
conclui-se, de forma qualitativa, que a alta pressao beneficia a difusao do sal do retentato
para o dialisado. Este facto pode ser comprovado comparando a massa total de sal para o

tempo de 5 minutos (tabela 8).
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Tabela 8: Comparacgido da massa de NaCl (g) presente no retentato e dialisado, para o tempo de 5 minutos do

ensaio realizado a pressdo atmosférica e dos ensaios realizados na alta pressdo (100, 200 e 300 MPa).

Pressao
Ensaios atmosférica 100 MPa 200 MPa 300 MPa
Massa NaCl
(g) presente no 0,294 0,193 0,208 0,210
retentato
Massa NaCl
(g) presente no 0,063 0,146 0,101 0,120
dialisado

Observando os resultados, confirma-se o que ja se tinha verificado para a

quantidade de NaCl em %. Nos ensaios realizados a elevada pressdo hidrostatica verifica-

se maior conteido de sal no dialisado comparativamente a massa de sal presente no

dialisado do ensaio de pressao atmosférica, de onde se pode concluir mais uma vez que a

difusdo de sal do retentato para o dialisado foi mais rapida nos ensaios sob pressao.

3.2.7. Determinacio da velocidade de transferéncia de sal/Coeficientes de difusao

efectiva de NaCl

No grafico apresentado na figura 39 apresenta-se a taxa de saida de sal por minuto

no ensaio efectuado a pressao atmosférica.
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Figura 38: Determinacao de velocidade de saida de sal para o ensaio realizado a pressdo atmosférica.
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Pelo declive da recta dos pontos iniciais (y =-0,27x+7,2) concluiu-se que por cada
minuto ocorre uma diminui¢do de cerca de 0,27% de sal para o dialisado, ou seja, o declive
da recta representa a taxa de transferéncia de sal do retentato para o dialisado. Nos
restantes ensaios realizados a pressdo elevada ndo foi possivel determinar esta taxa de
saida de sal devido ao facto da transferéncia de sal ser muito rapida nos primeiros instantes
do processo e sendo assim ndo foi possivel determinar uma tendéncia linear. No ensaio
realizado a 4°C também ndo se possuem pontos iniciais suficientes para determinar a taxa
de transferéncia de sal do retentato para o dialisado, pois o primeiro ponto determinado foi
aos 10 minutos, ndo se conseguindo também determinar uma recta para os pontos iniciais.

Foram determinados os coeficientes de difusdo do sal do retentato para o dialisado,
através da aplicagdo do modelo da solucdo da 2? Lei de Fick para o caso de um cilindro
finito. Considerou-se que a geometria da membrana utilizada nos ensaios experimentais
podia ser aproximada a de um cilindro. Os resultados dos coeficientes de difusdo efectivos

obtidos e do parametro S, estdo apresentados na tabela 9.

Tabela 9: Coeficientes de difusdo efectivos e S, para os ensaios realizados.

Ensaios Pressao 4°C 100 MPa 200 MPa 300 MPa
atmosférica
Des (m?/s) 1,12x10° 1,28x10" 3,16x10° 8,29x107 4,42x10°
S.. 1,968 1,979 2,206 2,944 2,085

Pela analise dos resultados obtidos, verifica-se que os coeficientes de difusdo
obtidos para os ensaios realizados a alta pressdo, apesar de se encontrarem todos na mesma
ordem de grandeza, apresentam um valor maior do que nos ensaios a pressao atmosférica,
0 que comprova os resultados anteriormente verificados qualitativamente. Comparando o
ensaio a pressao atmosfica com os ensaios realizados sob pressado, verifica-se que para 100
MPa o valor do coeficiente de difusdo € cerca de trés vezes superior, para 200 MPa cerca
de 7 vezes e para 300 MPa cerca de 4 vezes superior.

Estes resultados obtidos poderdo vir afectados de erro, pois devido a limitagdes
experimentais alguns destes ensaios ndo possuem muitos pontos experimentais, o que

limita a obteng@o dos coeficientes de difusdo efectivos para a difusdo de sal neste processo.
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Relativamente a S.., verifica-se uma tendéncia para valores superiores quando a dialise ¢

realizada sob alta pressao.
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Capitulo IV Conclusio

O objectivo proposto a atingir nesta tese foi tentar perceber se a aplicagdo da
tecnologia de alta pressdo traria algum beneficio na dialise de uma solugdo de NaCl e uma
proteina (BSA).

Concluiu-se que, sob o efeito de alta pressao, a difusdo do sal sofre uma aceleragao,
0 que permite concluir que sob alta pressdo a didlise ¢ mais rapida. Relativamente a difusao
de agua, observou-se um aumento do volume do retentato em todos os ensaios, o que
demonstra que se verificou difusdo de dgua para dentro da membrana, em sentido contrario
a transferéncia de NaCl. Verificou-se uma diminui¢do do volume final em alguns ensaios
devido a execucdo experimental ndo ter sido a mais eficiente, o que levou a uma perda de
volume de solugdo. Este facto estd também relacionado com as limitagcdes dos frascos
usados nas experiéncias, que sdo ditadas pelo tamanho do vaso de alta pressio do
equipamento usado.

Conseguiu-se determinar os coeficientes de difusdo efectivos através do modelo da
solucdo da 2* Lei de Fick para os ensaios experimentais, € comprovou-se que a aplicagao
de alta pressdo aumenta a taxa de difusdo de saida de sal do retentato para o dialisado. Os
coeficientes de difusdo efectiva encontram-se todos dentro da mesma ordem de grandeza,
mas os coeficientes dos ensaios realizados sob alta pressdo apresentam um valor maior do
que os ensaios realizados a pressdo atmosférica. A determinagdo destes coeficientes pode
ter sido afectada de erros devido a poucos pontos experimentais obtidos, o que limita a
aplicacdo do modelo de transferéncia de massa escolhido.

Os resultados permitem assim concluir o potencial de realizar didlises mais

rapidamente sob alta pressao.
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Capitulo V Trabalho Futuro

Seria interessante efectuar os mesmos testes a pressdes mais baixas (por exemplo
50 MPa) principalmente do ponto de vista de tornar esta aplicagdo economicamente mais
viavel, uma vez que ndo se obtiveram diferengas relevantes nos ensaios realizados a 100,
200 e 300 MPa. Testar esta metodologia em dialises efectuadas para outro tipo de amostras
bioldgicas, para além de proteinas, podera também vir a ser relevante.

Outros ensaios que se podem realizar ¢ no sentido de fazer o scale-up, ou seja,
efectuar os mesmos testes com volumes maiores de dialisado e retentato ¢ membranas de
maior diametro, de modo a provar a viabilidade de aplicacao da tecnologia de alta pressao
para este processo. Para tal ser possivel, serd necessario utilizar um equipamento de alta

pressdo com maior capacidade volumétrica.

63






10.

11.

12.

13.

Bibilografia

Bibliografia

E.L.Cussler, Diffusion:Mass Transfer in Fluid Systems, Cambridge University
Press (USA), (3rd edition): 427-466, 1997

Ho, W. and Sirkar, K., Membrane handbook: Chapman & Hall, 163-215, 1992
Seader, J.,Henley, E., and Roper, D., Separation Process Principles: John Wiley &
Sons, 2010

Rousseau, R.W., Handbook of Separation Process Technology, John Wiley &
Sons: 954-968, 1987

Rasteiro, M.d.G., "Portal Laboratorios Virtuais de Processos Quimicos", FCTUC
Departamento de Engenharia Quimica, 2007

De Castro, M.D.L.,Capote, F.P., and Avila, N.S., Is dialysis alive as a membrane-
based separation technique?, TrAC Trends in Analytical Chemistry, 27(4): 315-
326, 2008

Luo, J.,Wu, C..Xu, T., and Wu, Y., Diffusion dialysis-concept, principle and
applications, Journal of Membrane Science, 366(1-2): 1-16, 2011

Scopes, R., Protein purification: principles and practice, 3 ed: Springer-Verlag,
375, 1994

Hagiya, K.Ito, M.,Setsu, I., and Deguchi, K., High pressure ultrafilter in
carbohydrate synthesizing apparatus, has spring arranged inside filter paper that
holds filter paper with respect to sintered filter provided between filter paper and
cylinder,2005

Anonymous, T.F., Thermo Scientific Pierce High-Performance Dialysis, Desalting
and Detergent Removal Technical Handbook, 2009

Marshak, D., Strategies for protein purification and characterization: a laboratory
course manual: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1996

Divya, M.P. and Rajput, Y.S., 4 multipurpose device for protein concentration,
dialysis and buffer exchange, Current Science, 93(4): 454-456, 2007

Sodhi, R. and Rajput, Y.S., Method for dialysis of samples in microliter volumes,
Analytical Biochemistry, 315(1): 141-142, 2003

65



Bibilografia

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

66

Torto, N.,Laurell, T.,Gorton, L., and Marko-Varga, G., Recent trends in the
application of microdialysis in bioprocesses, Analytica Chimica Acta, 379(3): 281-
305, 1999

Wenzel, K.D.,Vrana, B.,Hubert, A., and Schuurmann, G., Dialysis of persistent
organic pollutants and polycyclic aromatic hydrocarbons from semipermeable
membranes. A procedure using an accelerated solvent extraction device, Analytical
Chemistry, 76(18): 5503-5509, 2004

Shukla, A.K.,Shukla, K.M., and Shukla, M.M., Microdialysis device comprises
spherical chamber containing cavity, membrane, and cap having through hole,
where chamber always tilt in favor for dialysis when placed in sample solution
containing different molecular weight molecules,2009

Bertucco, A.V., G., High Pressure Technology: Fundamentals and Applications,
Elsevier Science, 2001

Rastogi, N.K.,Raghavarao, K.S.M.S.,Balasubramaniam, V.M., Niranjan, K., and
Knorr, D., Opportunities and Challenges in High Pressure Processing of Foods,
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 47(1): 69 - 112, 2007

Raoultwack, A.L., Recent Advances in the Osmotic Dehydration of Foods, Trends
in Food Science & Technology, 5(8): 255-260, 1994

Cheftel, J.C. and Culioli, J., Effects of high pressure on meat: A review, Meat
Science, 46(3): 211-236, 1997

Rendueles, E.,Omer, M.K.,Alvseike, O.,Alonso-Calleja, C.,Capita, R., and Prieto,
M., Microbiological food safety assessment of high hydrostatic pressure
processing: A review, LWT - Food Science and Technology,2010

Knorr, D.,Heinz, V., and Buckow, R., High pressure application for food
biopolymers, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins & Proteomics,
1764(3): 619-631, 2006

Fonberg-Broczek, M.,Windyga, B.,Szczawinski, J.,Szczawinska, M.,Pietrzak, D.,
and Prestamo, G., High pressure processing for food safety, Acta Biochimica
Polonica, 52(3): 721-724, 2005

Knorr, S.T.AM.V.H.D., Review: Potential of High Hydrostatic Pressure and
Pulsed Electric Fields for Energy Efficient and Environmentally Friendly Food
Processing, Food Reviews International Dairy Journal, 405 -423, 2006



25.

26.

27.

28.

29.

30.

Bibilografia

Rastogi, N.K.,Raghavarao, K.,Balasubramaniam, V.M.,Niranjan, K., and Knorr, D.,
Opportunities and challenges in high pressure processing of foods, Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, 47(1): 69-112, 2007

Derossi, A.,De Pilli, T.,Severini, C., and McCarthy, M.J., Mass transfer during
osmotic dehydration of apples, Journal of Food Engineering, 86(4): 519-528, 2008
Villacis, M.F.,Rastogi, N.K., and Balasubramaniam, V.M., Effect of high pressure
on moisture and NaCl diffusion into turkey breast, LWT - Food Science and
Technology, 41(5): 836-844, 2008

Sopanangkul, A.,Ledward, D.A., and Niranjan, K., Mass transfer during sucrose
infusion into potatoes under high pressure, Journal of Food Science, 67(6): 2217-
2220, 2002

Salvador, AM.C., Efeito de alta pressdo no processo de demolha de bacalhau,
Universidade de Aveiro, 2009

Haouet, M.N.,Altissimi, M.S.,Framboas, M., and Galarini, R., Validation of the
Volhard method for chloride determination in food, Accreditation and Quality
Assurance, 11(1-2): 23-28, 2006

67






Anexos

1ares

Tabelas Auxili

Anexo A

de Volhard

ico e

tr

I3

.

1vime

todo conduti

é

Valores obtidos para a quantidade de NaCl(%) pelo m

Tabela Al

érica.

tmosf

I3

~

a pressao a

para o dialisado para o ensaio realizado

€0-dL0°L 890°1 T0-99%°1 89¥LLLOT 9SSy 79y 051
€0-dL0°L 090°1 00+300°0 | ¥598690°1 S9¥'T S¥eET 0cl
T0-d8L°L 9560 €0-d86°Y 1€€0656°0 €19y €09y 06
00+300°0 S080 €0-dS8Y £895808°0 YLEY rOv'y St
70-999°S 00L°0 €0-dLO°L 6¥TS¥69°0 PSYy 0SSty 0¢
20-d6v°8 9150 o-d1¥'1 T6TLSTS0 011y YTy Gl
€0-dL0°L €170 €0-dLO"L T0LT8IF0 orEY Sye'y 0T
20-995°9 0€20 00+300°0 | L68L6TT0 (AL~ €Th'y S
. pIeyoA ‘ (100°0F1w)
e e S L vl L N [p—
BIDIIAL ‘A

69



Anexos

de Volhard

ico e

tr

I3

.

1vime

todo conduti

é

Valores obtidos para a quantidade de NaCl(%) pelo m

Tabela A2

érica.

tmosfi

a pressao a

by

para o retentato para o ensaio realizado

00-+300°0 90°1 €0-9L0°L 90°T 05T W'y 0ST
€0-9L0°L pI°T €0-dL0°L pI°T 0€CTY SA8% 0zl
00-+300°0 St'l T0-48L°L 0r'1 vy 9S1Y 06
€0-dLO°L 06°1 00+300°0 06°1 €10’y 200 S
C0-AIH 1 YT T0-999°S 8T°C 90T°€ veT'e 0€
€0-L0°L LT 20-961°8 LL'T 129°¢ 819°¢ S1
€0-dLO°L IL'Y €0-9L0°L 0Ly 95¢€°¢ ore'e 01
vO-AEE°T €8°S T0-995°9 L8°S seT’e €LT'E S
puo) ‘puo) pieyoA | paeyoA | (100°0FIw) (T00°0F1U1) (uru)
"ped "ASd | (%) IDeN | Ped’Asdd | (%)IDEN | PIeUIOA A | PIBYOA'A odury,
eIPIIN BIPIIN

70



Anexos

trico e de Volhard

I3

imé

todo condutiv:

é

Valores obtidos para a quantidade de NaCl(%) pelo m

Tabela A3

40 de 100 MPa.

a pressiio

by

para o dialisado para o ensaio realizado

10-9d1¥°1 1L8°0 $0-dLT8 €80 €Sy ¥STy 0s
20-d¥S°E 9560 €0-d18°C ¥L8°0 9¢Ty LTy €'LE
TO-ALO°L 66L°0 00+d00°0 6180 665°€ €9°¢ Y4
€0-dLO°L SYL0 YO-Ar1‘Yy 8CTL0 8¢ 66L°€ 1T
20-956'% LELO €O-dv1‘Yy 20L°0 SLE 9L°¢ 8
20-921°C LLY0 €0-d€I1°S wso 896y 90S‘y S
20-avS°E 1S¥°0 €0-dcL'E 6¥¥°0 9¢T’y LTTY 4
70-dT1°C €1€°0 €0-d88‘Y 19€°0 vTe'y W'y I

71



Anexos

de Volhard

ico e

tr

I3

.

1vime

todo conduti

é

Valores obtidos para a quantidade de NaCl(%) pelo m

Tabela A4

para o retentato para o ensaio realizado a pressao de 100 MPa.

10-9€8°C 91 €0-d1€c Sl LEY SEy 0¢S
T0-9LO°L 6L°1 €0-dze'T 6L°1 1€TY 6£CY €Le
10-921°C L0C €0-dS1°C 90°C iy 111y 974
10-9€8°C 1€ v0-HLT'8 61°¢ 6£9°¢ r€9°¢ Il
10-91+°1 €c €0-dTE’T rre vTse (4393 8
10-A1+°1 98°¢ €O-d6¥'1 253 €s'e rh'e S
10-921°C 90t €0-4S9°C 07 68T°¢ €LTC 4
10-921°C LYy €0-d91°1 8¢y €r'e AN I

72



Anexos

trico e de Volhard

I3

imé

todo condutiv:

é

Valores obtidos para a quantidade de NaCl(%) pelo m

Tabela A5

40 de 200 MPa.

a pressiio

by

para o dialisado para o ensaio realizado

€0-dL0O"L vT8°0 v0-d91°9 €28°0 TESY WSy ST
oAl $8L°0 €0-988°T v6L°0 16T wTy I
€0-999°S 8€9°0 €0-H91°¢ L£90 STy Ty 8
€0-971°C 610 20-apL'E $9%°0 91 W61y S
€0-9S6'y vSE0 €0-AY6°S 85€°0 TSEY €€y C
€0-HL0"L SHE0 €0-H58°9 0S€0 TsTEe €LT'E I
‘puo) "puo) pieqioA | ‘pieqioA | (100°0FIw) | (T00‘0FIwW) (uru)
Ped "ASA | (%) 10BN | Ped'Asad | (%)IDEN pleyjoA | pieqpoA 'A | odung,
eIPIIN 15 1\ ‘A

73



Anexos

de Volhard

ico e

tr

I3

.

1vime

todo conduti

é

Valores obtidos para a quantidade de NaCl(%) pelo m

Tabela A6

ao de 200 MPa.

a pressao

~

para o retentato para o ensaio realizado

AT | 90T | TOH06T | 80T 126 £38°F st
0avse | 9oLt | oA | SLT 69 59 1
Ayl | €1t | coE6l9 | pIE £95°F ELS'Y 8
€0-9L00 | L€ | €0-H99S | LLE 8€°p rrrY S
€0-9L07 | L6 | TO-ESIT | 86 9Ty T ¢
€0-aL0L | Iy | To-ASOL | Tr' See'y 6vE 1
puod | | PO | (DN | (000w | (1000w | (ur)
Pedasod | o N | peaasaa | eI | paeuiop A | prewiop A | odwoy

74



Anexos

trico e de Volhard

I3

imé

todo condutiv:

é

Valores obtidos para a quantidade de NaCl(%) pelo m

Tabela A7

40 de 300 MPa.

a pressiio

by

para o dialisado para o ensaio realizado

€0-dL0O°L €98°0 €0-999°S 6280 19°¢ 233 ST
00+400°0 L0 20-99C°C vTro 9bs‘e 2993 S
€0-dLO°L vreo 20-ALT T 7€€°0 88°¢ 818°¢c z
€0-HL0O°L TTE0 €0-dCLE 11€°0 926°¢ vr6°c I
‘puo) paeyoA (100°0FIw) (100°0FIw)
‘puo) ‘ped °‘AS9 ABYJO BJ ASO urwn)odwd
PUOD "PEd "AS2A (%) 1DEN BIPIIN PIEUIOA PEA™ASIQ (%%)IDEN BIPIIN pIBY[OA ‘A pieyoA 'A (urem) L

75



Anexos

de Volhard

ico e

tr

I3

.

1vime

todo conduti

é

Valores obtidos para a quantidade de NaCl(%) pelo m

Tabela A8

ao de 300 MPa.

a pressao

~

para o retentato para o ensaio realizado

1011 S0°C 70-dE€T°T S8l 68t°¢ vee ST
Z0-4LO°L 1s°¢ 70-9L0°C iy 6L€ 19L°¢ S
T0-4LO°L 18°¢ €0-989°8 89°¢ 9L°¢ TLe z
T0-4LO°L €8°¢ 70-9€0°T €6°¢ €9°¢ 89°¢ I
‘puo) piey[oA (100°0FI) (100°0F1w)
‘puon) ‘ped ‘Asd JBY[OA PBJ ASI urur)odurd
PUOD "PEd "A3d (%) 1D®eN BIPIIA PIEUIOA PEAASI (%%)ID®EN BIPIIA pIeYIoOA ‘A pIBY[OA'A (urow) L

76



Anexos

Anexo B: Equacdes Auxiliares

_ _ VaiaLy*myact dialf(%) | Vret.fXMNaclret.(%)
Myacitotal () = Myactdiatf T Myactretf = 100 + 100

Equacio B1: Balango de massa da determinacdo da quantidade de NaCl em g.
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