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RESUMO

A particdio bifasica aquosa explora a capacidade exibida por solugdes de dois polimeros ou
de um polimero € um sal de se separarem em duas fases aquosas sempre que certas concentragdes
minimas sejam excedidas. As duas fases aquosas assim formadas diferem na sua composigdo,
sendo cada uma delas rica num dos constituintes do sistema, isto €, os dois polimeros ou o
polimero e o sal concentram-se em fases distintas. Estas fases apresentam elevados teores em
agua, podendo em alguns casos atingir valores superiores a 90 %, constituindo ambientes suaves
para moléculas e particulas bioldgicas.

O objetivo principal deste trabalho residiu na caracterizagfo do sistema bifésico aquoso
formado por um polimero tipico do Nordeste brasileiro, o polissacaridec do cajueiro (Policaju).
Sendo o elevado custo dos polimeros envolvidos o principal entrave & aplicagfio em grande escala
da partico bifasica aquosa, este sistema apresentou a possibilidade em reduzir este custo,
aumentando a competitividade da particdo biffisica aquosa como processo alternativo frente aos
processos tradicionais de recuperacgdo de bioprodutos.

Mostrou-se ao longo desta tese que o sistema testado apresentou propriedades fisicas
(razdo e tempo de separacdo de fases, densidade, viscosidade) e de particio caracteristicas de
sistemas bifisicos aquosos polimero-polimero. Apds o isolamento do polissacarideo, determinou-
se o diagrama de fases e estudou-se a particiio de uma proteina modelo, a albumina de soro
bovino. Verificou-se o efeito exercido pelas variaveis do sistema, peso molecular do PEG (1500,
4000 ¢ 8000), concentragdo dos polimeros, pH (6,0, 7,0 e 8,0), temperatura (25°C e 40°C) ¢
adigdo de NaCl (0,IM e 1M).

Observou-se um deslocamento da binodal no sentido de menores concentragdes de
polfmeros com ¢ aumento do peso molecular do PEG. Por outro lado, a variagio do pH e da
temperatura nfo provocou um deslocamento significativo da binodal. N&o foi possivel estabelecer
uma correlagfo entre o coeficiente de particdo da proteina e o peso molecular do PEG, enquanto
que o aumento do comprimento da "tie-line" e da temperatura, assim como a diminuigo do pH,
provocaram a redugio no coeficiente de particio. Os resultados obtidos para a adigdo de NaCl
demonstraram uma tendéncia a reducfio do coeficiente de particio com o aumento da

concentracio do sal, embora em alguns casos o coeficiente de parti¢do tenha diminuido apenas



para uma das concentragdes de sal, dependendo do sistema estudado e do pH. O aumento da
temperatura para os valores estudados demonstrou uma tendéncia a redugfio no coeficiente de
particio para todos os PEG’s testados.

A operaglio dos sistemas bifisicos em continuo também foi avaliada. Estudou-se o
comportamento do sistema bifasico PEG-Policaju em coluna de discos perfurados rotativos
(PRDC). Ensaiou-se a transferéncia da albumina de soro bovino da fase dispersa para a fase
continua, utilizando o sistema PEG4000-Policaju selecionado a partir dos estudos de particiio em
batelada. A coluna foi operada durante 55 minutos em contracorrente e continuo operando como
fase dispersa a fase leve do sistema bifasico (PEG) e como fase continua a fase pesada (Policaju).
Foram realizadas variagdes da velocidade de rotagdo (60, 140 e 220 rpm), velocidade da fase
dispersa (2, 3 ¢ 5 ml/min) e nimero de discos (03 € 04). O desempenho do equipamento foi
caracterizado a partir de analise dos estudos da fracéo retida da fase dispersa (hold up), do
coeficiente de transferéncia de massa e do indice de recuperacio de KAWASE.

Os resultados demonstraram um aumento da fraco retida da fase dispersa, do coeficiente
de transferéncia de massa e do indice de recuperagio com o aumento da velocidade de rotagio. Os
mesmos efeitos foram observados para o aumento da velocidade da fase dispersa, com excecéo
sobre o indice de recuperagio, o qual ndo apresentou uma tendéncia regular com o aumento desta
variavel. O aumento da composi¢éo do sistema reduziu o “hold up” e a transferéncia de massa,
embora ndo tenha demonstrado um efeito significativo sobre o indice de recuperagfio. A variagio
do nimero de discos nfo teve um efeito pronunciado sobre a fracfio retida da fase dispersa,
embora o coeficiente de transferéncia de massa e o indice de recuperagfio tenham sido maiores
para 03 discos. A andlise do perfil de extragfo continua da albumina de soro bovino demonstrou
que a maior transferéncia de proteina foi obtida para as seguintes condigbes: sisterna
9%PEG4000-18%Policaju em PRDC com 03 discos rotativos a velocidade de 220 rpm e
velocidade da fase dispersa de 2 mL/min.

A analise econdmica demonstrou que o sistema PEG-Policaju € bastante competitivo
frente a outros sistemas polimeros-polimeros descritos na literatura, possibilitando o

desenvolvimento de estudos futuros com este novo sistema em processos de extracdo.



ABSTRACT

Agqueous two-phase partition explores the possibility of solutions of two polymers or one
polymer and one sait separating into two immiscible aqueous phases, when certain critical
concentrations are exceeded. Each one of these aqueous phases is more concentrated in one of the
phase forming chemicals. Both exhibit a high water content, in some cases as much as 90%. Due
to this high water content, these byphasic systems provide a gentle environment for molecules and
particles with biological activity.

The main subject of this work was the characterisation of a new agueous two-phase system
based on a typical Brazilian north-western polymer, the polysaccharide of cashew tree (Policaju).
Since the cost of the phase forming polymers is the main drawback on the large scale application
of aqueous two-phase partition, this system showed the possibility of decreasing this cost by
increasing the applicability of biphasic partition as an alternative technique to the traditional
recovery processes of bioproducts.

It is shown that physical properties (phase volume ratio, time for phase separation, density,
viscosity) and partition properties of the tested system are similar to others aqueous two-phase
polymer-polymer systems. After the polysaccharide isolation, the phase diagram was determinate
and the partition of a model protein, bovine serum albumin, studied. It was analysed the effect of
PEG molecular weight (1500, 4000 and 8000), polymer concentration, temperature (25°C e
40°C), pH (6,0, 7,0 and 8,0) and NaCl (0,1M e IM) addition.

It was observed a displacement of the binodal towards lower polymer concentrations when
PEG molecular weights decreased. Conversely, the variation of pH and temperature did not
promote significant alterations on the binodal. It was not possible to stabilise a relation between
the protein partition coefficient and the PEG molecular weight, while the increase in tie-line length
and temperature and the decrease in pH promoted the decrease of the partition coefficient. The
results obtained for NaCl addition showed a tendency for the decrease of the partition coefficient
with the increase of salt concentration, although in some cases, the partition coefficient decreased
only for a determinate salt concentration, depending on the system and pH.

Continuous operation with aqueous two-phase systems was also tested. The behaviour of

the biphasic system PEG-Policaju was studied using a perforated rotating disc contactor (PRDC).



The transfer of bovine serum albumin from the dispersed phase to the continuous phase was
studied by using the PEG4000-Policaju system selected from batch extraction. The colummn was
operated in countercurrent and in a continuous mode during 55 minutes of operation, where the
dispersed phase was constituted by the PEG-rich phase and the continuous phase by the Policaju-
rich phase. Variations in the rotation velocity (60, 140 and 220 rpm), dispersed phase velocity (2,
3 and 5 mlL/min) and discs number (03 and 04) were investigated. The performance of the
equipment was characterised by the analysis of the fractional dispersed phase holdup, mass transfer
coefficient and KAWASE recuperation indices.

The results showed an increase of the dispersed phase holdup, mass transfer coefficient and
recuperation indices with the increase of the rotation velocity. The same effects were observed for
the increase of the dispersed phase velocity, except for the recuperation indices, which did not
show a regular tendency. The increase of system composition decreased the fractional dispersed
phase holdup and the mass transfer coefficient, although did not show a significant effect over the
recuperation indices. The number discs variation did not demonstrate a significant effect upon the
fractional dispersed phase holdup, although the mass transfer coefficient and the recuperation
indices were higher for 03 discs. The analysis of bovine serum albumin continuous extraction
showed the higher protein transfer for the following conditions: 9%PEG4000-18%Policaju system
in PRDC with 03 rotary discs with rotation velocity of 220 rpm and dispersed phase velocity of 2
mL/min.

The economic analysis showed that PEG-Policaju aqueous two-phase system is very
competitive with other polymer-polymer systems described in the Literature. This permits the

development of future researches with this new system in recovery processes.
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1. INTRODUCAQ

Devido a modernizagio dos processos industriais e a necessidade em se obter produtos de
melhor qualidade e economicamente mais vidveis, existe uma grande procura por tecnologias

alternativas as técnicas convencionais (DIAMOND & HSU, 1992).

O avango no desenvolvimento de pesquisas no campo da bioseparagiio tem sido limitado
pela complexidade do processamento de produtos farmacéuticos e bioldgicos. De fato, de 50-90%
do custo de obtencdio de um produto bioldgico reside na estratégia de purificagdo, havendo
necessidade em se buscar técnicas de bioseparagio eficientes e econdmicas para se atingir altos
indices de purificagdo e recuperacfio, além de preservar a atividade biologica da molécula
(DIAMOND & HSU, 1992).

Quando se trata de moléculas biol6gicas, pardmetros tais como solubilidade e estabilidade,
estdo muito relacionados ao meio de extrag@o normalmente aplicado nas indistrias. Varios sfo os

critérios usados para selegio de um meio de extragio para aplicagdes biotecnologicas, dentre eles
podemos citar (MATIASSON & LING, 1987):

¢ nio ser téxico para o sistema biolégico;

¢ ser de facil separacfio do produto;

e ser barato e disponivel em grande quantidade;

e ser possivel esterilizar;

o ser imiscivel em solucio de agua;

e ndo possuir capacidade de formar emulsdes estaveis com material biolégico;
e ndo ser inflamavel;

® nio ser toxico para o homem.

A maioria das técnicas de separacdo utilizadas nos processos bioquimicos industriais para a
recuperacdo ¢ isolamento de enzimas, tais como a filtraglio e centrifugacdo, sdo altamente
dependentes do tamanho da particula. Os processos de separagio solido-liquido também sdo
limitados para o processamento de células bacterianas. Por outro lado, a crescente importéncia

dos processos de recuperacio de proteinas tem levado ao desenvolvimento de novas e eficientes
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técnicas de separacdo e purificacfio. Recentemente, as técnicas de separagiio de proteinas tém sido
desenvolvidas baseadas na extragdo liquido-liquido, a qual tem demonstrado ser um campo
tecnologico extremamente interessante (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993; KULA et al,
1982).

Embora a extragdo liquido-liquido seja aplicada ha muito tempo como técnmica de
separagfo laboratorial, sua utilizag8o a nivel industrial teve inicio nas primeiras décadas do século
XX quando se procurava um meétodo que resolvesse o problema da remogéio de hidrocarbonetos
aromaticos do querosene. Sofreu grande desenvolvimento na industria, principalmente apds a
Segunda Guerra Mundial, alcancando diversos setores, desde a extragfio de metais nobres até a
purificacdo de antibiGticos, destacando-se na indéstria petroquimica para remogdo de
componentes indesejaveis dos éleos lubrificantes e na separagfio de compostos arométicos, além
de ser usada em outros processos organicos e na industria farmacéutica (TREYBAL, 1963).

A extragfo liquido-liquido € um processo que envolve a transferéncia de massa entre dois
liquidos imisciveis. Na extracfio liquido-liquido, a separagdo de um componente de uma solugiio
liquida homogénea (solugdo alimentadora) ocorre pela adi¢fio de um constituinte liquido, insolivel
ou parcialmente solivel na solugfio, o solvente, no qual o componente a ser extraido da solugfo, o
soluto, é preferencialmente solivel. O soluto difunde-se no solvente extrator com uma velocidade
caracteristica até atingir-se as concentragdes de equilibrio em cada uma das fases formadas. Este
processo de separacdo € baseado na distribuicdo do soluto entre as duas fases e a miscibilidade
parcial dos liquidos (TREYBAL, 1963).

Num processo de extracdio lquido-liquido as seguintes denominacGes sdo usadas:

e soluto: constituinte a ser extraido € que se encontra dissolvido no diluente

e alimentacdo: solucdc constituida pela mistura soluto + diluente

s solvente: liquido destinado a extrair os constituintes (solutos) da soluggio

e diluente ou inerte: liquido nos quais se encontra dissolvidos os solutos

s extrato: fase liquida rica em solvente, que contém o soluto extraido dissolvido

e rafinado: fase liquida pobre em solvente, que retém essencialmente o diluente ou inerte
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A operacéo de extraco liquido-liquido consiste dos seguintes passos:

a) contato entre o solvente extrator e a solugio alimentadora contendo o componente (ou
componentes) a ser extraide de modo que o soluto sera transferido da solucfio alimentadora
para o solvente extrator;

b) separac@io de duas fases imisciveis com recuperacio do solvente.

A fase contendo o solvente extrator que abandona o extrator liquido-liquido é chamada de

fase extrato ¢ a fase liquida que apds ter tido contato com o solvente extrator deixa o extrator € a

fase rafinado (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993).

A extragdo liquido-liquido tornou-se um dos principais procedimentos de separagio
adotados industrialmente. O seu “scale up” é relativamente ficil e normalmente nio envolve
equipamentos dispendiosos, apresentando vasta aplicagio dentro das industrias quimicas
(ZASLAVSKY, 1995). Contudo, o uso de uma fase organica tem levado a limitagio das
aplicages no processamento de bioprodutos sensiveis como proteinas, acidos nucléicos e
particulas celulares devido a baixa solubilidade no solvente orgénico e ao efeito desnaturante deste
titimo. Por outro lado, a separacdio das fases também pode ser obtida quando polimeros
hidrofilicos sio adicionados a uma solucfio aquosa como resultado da incompatibilidade entre os
polimeros. Quando a concentragéio dos polimeros excedem um certo valor, duas fases aquosas sfo
formadas, as quais séo biocompativeis com as células e preservam a funcfo bioldgica de proteinas
¢ acidos nucléicos, tendo sido estes tipos de sistemas os mais frequentemente investigados e
utilizados na purificagdo de biomoléculas (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993; DIAMOND &
HSU, 1992; KULA et al,, 1982).

Nas tultimas trés décadas, varias pesquisas tém sido realizadas com sistemas bifasicos
aquosos (SBA) em escala laboratorial para separacdo de protefnas, organelas celulares, virus e
outros materiais biologicos (DIAMOND & HSU, 1992; WALTER &JOHANSSON, 1986).

A extragdo com sistemnas bifisicos aquosos pode ser economicamente competitiva na
separagdo de proteinas, células e componentes celulares. A grande vantagem destes sistemas
reside nos tempos de processamento reduzidos, elevadas capacidades volumétricas, e facilidade de
“scale-up” (KRONER et al., 1984).
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Ultimamente, a ampliag#o da escala de laboratorio para planta piloto (PAPAMICHAEL et
al., 1992), a modelagem do processo de particiio (KING et al., 1988; GROBMANN et al., 1998;
REITMAN, 1994) e o desenvolvimento de novos sistemas bifisicos (CHRISTIAN et al., 1998;
VENANCIO et al., 1993; 1995) tém sido enfatizado.

Entre os sistemas bifasicos aquosos mais estudados em particdo aquosa destaca-se o
sistema Polietileno glicol-Dextrana. A utilizagio do Polietileno glicol (PEG) torna-se vantajosa
devido ao baixo custo do polimero e as propriedades fisico-quimicas favoraveis. Por outro lado, a
Dextrana apresenta um inconveniente: um elevado custo.

Para combater a falta de competitividade econ6mica dos sistemas bifasicos constituidos
por PEG e Dextrana tem-se recorrido quase exclusivamente a sistemas PEG-Sais (BOLAND et
al,1991; KULA et al., 1982; PAPAMICHAEL et al., 1992).

Sistemas bifasicos PEG-Sais apresentam, no entanto, alguns problemas que limitam sua
aplicabilidade. Estes sistemas formam-se com elevadas concentragbes de sal em ambas as fases, o
que pode causar a desnaturagfo de estruturas biologicas (LIN et al.,, 1996; KULA et al.,1989).

Outra forma para evitar o elevado custo associado a0 sistema PEG-Dextrana € a utilizagio
de polimeros alternativos, destacando-se o sucesso obtido pelo Hidroxipropilamido,
comercializado sob 0 nome comercial de Reppal PES (TJERNELD et al., 1986; STURESSON et
al., 1990) o qual possibilitou uma elevada redugéo no custo dos reagentes necessarios a formagéo
de fases (TJERNELD et al., 1986).

O exsudato do cajueiro, produzido pela Anacardium occidentale L., planta nativa do
nordeste brasileiro, consiste num heteropolissacarideo ramificado (arabinogalactana &cida)
exsudado naturalmente ou através de incisGes do tronco e ramos da drvore como uma goma ou
resina (PAULA & RODRIGUES, 1995). Estudos preliminares indicam que o polissacarideo
apresenta caracteristicas atrativas para aplicacio como polimero constituinte de sistemas bifasicos

aquosos.

Normalmente, os processos de extrac@o de particulas biologicas tém sido realizados de
modo descontinuo; recentemente, a utilizagcdo de processos continuos tem recebido impulso com a

extracdo continua em colunas operando em contracorrente, uma vez que O processamento
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continuo apresenta indmeras vantagens como a automagio do processo, redugfio no tempo de
processamento € menor espago fisico ocupado, uma vez que as unidades ndo sdo volumosas
(KULA, 1990; BOLAND, 1990).

O interesse do emprego de SBA na extracio liquido-liquido reside na disponibilidade de
equipamentos ja desenvolvidos, cujo desempenho €, ao menos em parte, conhecido. No entanto, o
projeto destes equipamentos tem por base estudos realizados em sistemas tradicionats, enquanto
as pesquisas voltadas aos sistemas de interesse atuais se concentram na escotha de solventes, na
determinagfio do equilibrio de fases e dos coeficientes de partigio, evidenciando a necessidade do
estudo operacional e de transferéncia de massa para esta operacBo unitaria aplicada a
bioseparagdes.

Entre os equipamentos que trabalham em contracorrente € de modo continuo, as colunas
de discos perfurados rotativos (PRDC) tornaram-se uma alternativa atrativa quando comparadas a
outros equipamentos convencionais de separagfio liquido-liquido. Entre as vantagens deste
equipamento estfio o aumento do grau de dispersfio e da eficiéncia de uma certa separagéo devido
a agitagio mecanica imposta aos discos.

Poucos sistemas bifasicos aquosos tém sido testados em colunas de extragfio liquido-
liquido. Os trabalhos encontrados na literatura referem-se a sistemas PEG-Dextran (SAWANT et
al., 1990), sistemas PEG-Maltodextrina (RAGHAV-RAQ et al,, 1991) e a sistemas PEG-Sais
(JAFARABAD et al,, 1992a; JAFARABAD et al, 1992b; PORTO et al., 1997 PORTO et al,,
1999).

Dada a escassez de resultados encontrados na literatura, especialmente no que se refere a
aplicacfio de sistemas bifisicos aquosos formados por dois polimeros e a utilizagdio destes em
extracio continua, torna-se necessario o desenvolvimento de sistemas menos dispendiosos para

processamento industrial.

Definiu-se, como objetivo deste trabalho, o estudo da aplicagdo de um polimero regional
de baixo custo a técnicas de separacfo bifisica aquosa. Pretendeu-se mostrar que os dados
compilados ao longo das tltimas trés décadas para sistemas bifisicos aquosos formados por
polimeros como a Dextrana podem ser ‘transpostos para sistemas formados por polimeros

alternativos.
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Assim, iniciou-se ¢ trabalho com a caracterizaciio de sistemas bifisicos aquosos formados
pelo polissacarideo do cajueiro (Anacardium occidentale 1.) ¢ PEG através do estudo das
variaveis do processo (peso molecular do polietileno glicol, pH, "tie-line", temperatura e adi¢do de
NaCl) na extracdio de uma proteina modelo, a albumina de soro bovino.

Estudou-se ainda a implementagio destes sistemas em processos de extragdo em continuo
utilizando colunas de extragio com discos perfurados rotativos (PRDC). A avaliagdo do
desempenho operacional deste equipamento foi realizada com base na sua caracterizagio
hidrodinidmica através do estudo da influéncia de varidveis geométricas e operacionais como
velocidade de rotagdo, velocidade da fase dispersa e nimero de discos sobre a fracfo retida da
fase dispersa, o coeficiente de transferéncia de massa e o indice de recuperagfo.

Por fim, o potencial econdmico do sistema foi avaliado com vistas ao desenvolvimento de

estudos futuros em processos de extragdo.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

2.1.1. CONSIDERACOES GERAIS

A extragéo liquido-liquido utilizando sistemas de duas fases aquosas tem sido um tépico de
grande interesse nestes Ultimos anos e foi primeiramente descrita na literatura pelo microbiologista
alemfo BEIJERINCK (1896), o qual descobriu que gelatina (ou amido), agar e dgua misturados a
certas concentracdes formavam um sistema de duas fases, sendo a fase superior rica em gelatina e
a fase inferior, rica em agar. Em 1947, DOBRY ¢ BOYER-KAWENOKI desenvolveram um
estudo sistematico sobre a miscibilidade de diferentes polimeros na presenca de dgua e de
solventes orgénicos. Na década de 40, CRAIG & CRAIG foram os pioneiros no uso de sistemas
aquoso-orgénico para a purificagio de proteinas utilizando distribuicio em contra-corrente
(ALBERTSSON et al,, 1990; DIAMOND & HSU, 1992). Posteriormente, nos anos 50, PER-
AKE ALBERTSSON descobriu que polietileno glicol (PEQG), fosfatos de potassio e agua, assim
como PEG, Dextrana e 4gua formavam sistemas de duas fases (DIAMOND & HSU, 1992).

Foi ALBERTSSON que reconheceu a possivel utilizacio destes sistemas como método de
separacio aplicado a biomacromoléculas, particulas celulares e células sob condigBes que
preservassem sua atividade biolégica, estabelecendo um grande numero de diagramas de fase de
vérios sistemas de duas fases aquosas, descrevendo também as suas propriedades fisico-quimicas
basicas (DIAMOND & HSU, 1992; KULA et al., 1982).

Os sistemas de duas fases aquosas sSio geralmente formados por uma solugfo aquosa de
dois polimeros hidréfilos ou um polimero ¢ de determinados sais. Acima da concentragio critica
destes componentes ocorre espontaneamente a separacdo de fases, predominando um ou outro
componente em cada uma das fases resultantes. A TABELA 01 apresenta varios exemplos de
sistemas bifésicos aquosos para aplica¢Ges biotecnologicas. Consideremos, por exemplo, uma
mistura de Polietilieno glicol (PEG), Dextrana e dgua. Acima de determinadas concentragdes dos
polimeros, esta mistura separa-se em duas fases aquosas em equilibrio, sendo a fase superior rica

em PEG e a fase inferior, rica em Dextrana. Embora ambos os polimeros sejam soltiveis em agua,
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TABELA 01- Exemplos de sistemas bifisicos aquosos

1. SISTEMAS POLIMERO-POLIMERO-AGUA

Polimero Polimero Referéncia

Polietileno glicol Hidroxipropildextrana ALBERTSSON, 1986
Goma de Guar VENANCIO et al., 1995
Farinha de alfarroba VENANCIO, 1996
Maltodextrina SZLAG & GIULIANO, 1988
Dextrana ALBERTSSON, 1986
Hidroxipropilamido TIERNELD et al., 1986

BUITELAAR et al., 1992
VENANCIO et al., 1993

Pululana NGUYEN et al., 1988

Alcool polivinilico ALBERTSSON, 1986

Polivinilpirrolidina ALBERTSSON, 1986

Dextrana bruta KRONER et al., 1982
Polivinilpirrolidina Dextrana ALBERTSSON, 1986
Hidroxipropildextrana Dextrana ALBERTSSON, 1986
Metiicelulose Dextrana ALBERTSSON, 1986

Hidroxipropildextrana ALBERTSSON, 1986
Ficol Dextrana ALBERTSSON, 1986
Detergentes nio-idnicos SANCHEZ-FERRER et al., 1994

baseados no polioxietileno
(Triton N, Triton X, Tween)

2. SISTEMAS POLIMERO-SOLUTO DE BAIXO PESO MOLECULAR-AGUA

Polimero Soluto de baixo peso Referéncia
molecular

Polietileno glicol Fosfato de potassio ALBERTSSON, 1986
Sulfato de potassio ALBERTSSON, 1986
Sulfato de magnésio EITMAN & GAINER, 1990
Glicose ALBERTSSON, 1986
Glicerol ALBERTSSON, 1986

Metoxipolietileno glicol Fosfato de potassio ALBERTSSON, 1986

quando misturados, sdo incompativeis, separando-se em duas fases. A imiscibilidade das fases €
resultado do fendmeno de incompatibilidade entre os polimeros. Quando a concentragdio dos
polimeros sdo altas, €les nfo sfo capazes de interagir, levando a formacdo de agregados que

tendem a promover suas exclusdes e simultaneamente a separacio das fases. Uma mistura
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homogénea s6 € atingida se a interagfio entre os diferentes polimeros for maior do que a interagéio
entre as moléculas da mesma espécie (ALBERTSSON, 1986).

Os sistemas bifasicos aquosos apresentam a caracteristica particular de apresentarem em
sua composicio um elevado conteiido em 4gua, 0 que permite a particio de biomoléculas em
condi¢cdes ndo desnaturantes. Por exemplo, as fases dos sistemas constituidos por Polietileno
glicol-Dextrana contém cerca de 80-90% em agua. J4 os sistemas bifasicos constituidos por
solventes orgénicos e 4gua, como butanol-dgua e etanol-solucSes salinas, possuem apenas cerca
de 40-50% em agua na fase orgénica, condigdo que pode causar a precipitagio e desnaturagdo de
proteinas e concentragdo de materiais biologicos exclusivamente na fase aquosa (DIAMOND &
HSU, 1992).

2.1.2. CARACTERIZACAO DOS DIAGRAMAS DE FASES

Basicamente, qualquer polimero hidrofilico, natural ou sintético, miscivel em agua, pode
dar origem a separagfio de fases quando misturado com outro polimero ou com determinados sais.
As composi¢Oes das fases e as concentragles das misturas polimero-polimero ou polimero-sal
necessarias para que ocorra a separacio das fases podem ser representadas num diagrama de
fases. A FIGURA 01 representa esquematicamente o diagrama de fases para wm sistema polimero
A - polimero B - 4gua. Neste, as concentragbes dos polimeros sfio expressas em % (p/p),
designando-se por binodal a linha curva que divide o diagrama em duas é4reas distintas. A
separagdo das fases ocorre apenas quando a mistura dos dois polimeros possuem composigdes
representadas por pontos acima da binodal (ponto F), enquanto que misturas representadas por
pontos abaixo da binodal (ponto D) resultam numa solugio homogénea (CABRAIL & AIRES-
BARROS, 1993).

A FIGURA 02 apresenta o diagrama de fases paia o sistema Polietileno glicol 4000-
Dextrana T500 a 20 °C , estando o PEG concentrado na fase superior e a Dextrana na fase
inferior. Nesta figura, a composicio da fase inferior da mistura de concentragdo total T, é
representada pelo ponto I, e a composigio da fase superior, por S. A linha que une estes pontos é

designada por "tie-line". Qualquer ponto sobre a mesma "tie-line" resulta num sistema em que as
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fases t&m as mesmas composicdes mas diferentes propor¢des em volume (Vs/Vy). O comprimento
da "tie-line" é um parimetro que depende da concentracdo total do sistema, representando por
isso uma medida da diferenca entre as fases em equilibrio. De fato, &8 medida que a composigio do
sistema se aproxima do ponto critico (P) o comprimento da "tie-line” diminui, decrescendo
também a diferenca entre as duas fases. No ponto critico, a composi¢do e o volume das duas fases
em equilibrio tornani-se iguais (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993).

ALBERTSSON (1986) deduziu uma expressio para a razfo entre os volumes das fases
superior (S) e inferior (I)

stV]j“': dl/ds X TI/TS

No entanto, a densidade das duas fases nfio é muito diferente da densidade da agua, pelo
que a razio de volumes pode ser obtida aproXimadamente a partir das distadncias TI ¢ TS na "tie-

line".

Polimero A %
Ly ]

Polimero B %

FIGURA 01- Diagrama de fases representativo de um sistema polimero A-polimero B-dgua.
Misturas representadas por pontos acima da curva (ponto F) resultam em sistemas bifésicos,
enquanto que misturas representadas por pontos abaixo da curva (ponto D) resultam em sistemas
unifasicos
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FIGURA 02- Diagrama de fases do sistema Polietileno glicol 4000-Dextrana T-500 a 20 °C
(ALBERTSSON, 1986), onde: T representa a composi¢fio total do sistema; S a composicio da

fase superior; 1 a composigio da fase inferior; P o ponto critico

2.1.2.1. Termedinamica do diagrama de fases

Existem dois pontos de vista importantes na forca motriz da separacfio de fases do sistema
bifasico aquoso polimero-polimero. A teoria desenvolvida por FLORY (1941) e HUGGINS
(1941) tem sido utilizada para descrever a termodinimica que leva a separagfio das fases. O
caminho mais simples para discutir suas hip6teses ¢ apresentado na expressdo geral de energia

livre de Gibbs de mistura a pressio e temperatura constantes:

AGmm AHm - msm

onde AGm, AHm, TAS, e t referem-se a energia livre de Gibbs de mistura, a entalpia de mistura,
entropia de mistura e temperatura, respectivamente. Se AGy, é negativo, a mistura dos polimeros
com agua resultard numa solugfo homogénea. Se AGy, é positivo, a separagdo de fases ocorrera. A
teoria de FLORY-HUGGINS (1941) sugere que se as concentragdes das solugdes de polimeros

sio baixas, existird apenas um pequeno ganho de entropia na mistura dos polimeros em agua.
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Entretanto, uma vez que a cadeia do polimero tem wma area superficial muito maior do que os
compostos de baixo peso molecular, as interacdes entre os segmentos das duas moléculas de
polimero, que sdo geralmente desfavoraveis, levard a um AH, positivo que dominard o AGy, da
expressdo (FLORY, 1953). O AGy positivo resultard na separacio das fases. Portanto pode-se
concluir pelo uso da teoria de FLORY-HUGGINS (1941) que a agua nfio possui um papel
importante na separagio das fases, mas sim apenas as interacdes entre os polimeros.

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

em comum ¢ afetar a estrutura da dgua.

2.1.2.2. Fatores que influenciam o comportamento do diagrama de fases

O diagrama de fases de um determinado sistema pode ser influenciado por muitos fatores
como a concentracdo e peso molecular dos polimeros, temperatura, adigfo de sais e pH, embora
os mecanismos e os efeitos através dos quais estes pardmetros influenciam a separagio das fases

ainda nfio estejam completamente compreendidos (KULA et al, 1982).

De um modo geral, aumentando a massa molecular de um dos polimeros a separacio das
fases é obtida com concentracdes mais baixas de polimeros, isto é, a binodal sofre um
deslocamento no sentido da origem no diagrama de fases e as fases apresentam um maior
contetido em agua. Quanto maior for a diferenca entre as massas moleculares dos polimeros, mais

assimétrica serd a binodal. (ALBERTSSON, 1986).
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O efeito da concentragdio dos polimeros foi rapidamente discutido na descricio do
diagrama de fases. Normalmente, para baixas concentragbes de polimeros, ambos sdo misciveis
com a agua e entre si. Com o aumento da concentragcdo, ocorrerda a separacio de fases
(DIAMOND & HSU, 1992).

O efeito da temperatura € muito diferente de sistema para sistema, dependendo do tipo de
polimero usado. Normalmente, sistemas bifdsicos aquosos compostos por polimero-sal, como os
sistemas PEG-fosfatos, formam mais facilmente duas fases a temperaturas elevadas, ocasionando
uma diminui¢do nas concentragdes de polimero e sal necessédrias a formacfio de duas fases. Pelo
contrario, sistemas polimero-polimero, como 0 PEG-Dextrana, formam com mais facilidade duas
fases a temperaturas mais baixas, 0 que promove uma aproximac¢fio da binodal da origem do
diagrama de fases. Comportamentos similares sfo observados para sistemas Polivinilpirrolidina-
Dextrana e Polivinil alcool-Dextrana (ZASLAVSKY et al.|1989); j4 o sistema Metilcelulose-
Dextrana ndo € praticamente afetado pela temperatura (DIAMOND & HSU, 1992).

O efeito da adigdo de sais no diagrama de fases varia com o sal adicionade e com o sistema
bifisico aquoso. Os sistemas contendo polimeros nfo idnicos como o Polietileno glicol e a
Dextrana, praticamente no sfo afetados pela adicfio de baixas concentracdes de sais univalentes
(exemplo, o NaCl), que possuem coeficiente de particBo proximo a 1. ZASLAVSKY e
colaboradores (1986; 1987) demonstraram que o aumento da concentracfio de sais monovalentes
(maiores que 0,1 M) em sistemas PEG-Dextrana altera a composicio das fases sem provocar
alteracOes significativas na binodal. Contudo, sais multivalentes como fosfato e sulfato possuem
preferéncia para a fase inferior rica em Dextrana, alterando assim a composicfio das fases e
deslocando a binodal para a origem do diagrama de fases. O efeito do tipo € concentragfio de sais
nos sistemas PEG-Dextrana, no entanto, nfio pode ser generalizado para outros sistemas. J4 a
separagiio das fases em sistemas contendo polimeros carregados € bastante dependente da
composicdo idnica. Quanto a adigBio de sais a sistemas constituidos por polimero-sal , quanto
maior a carga do &nion, mais baixa a concentragio de sal necessdria para que ocorra a separagio
das fases. Relativamente aos cétions, a tendéncia para formar duas fases segue a ordem Na™ >
Mg” > Zn™ > Li" . Contudo, a contribui¢io do 4nion para a eficicia de um determinado sal em
promover a separacio das fases € muito mais importante do que a contribuigio do cation
(ALBERTSSON, 1986; DIAMOND & HSU, 1992).
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O efeito do pH na separagfio das fases foi estudado por HUDDLESTON e colaboradores
(1991) para o sistema PEG-fosfato de potassio. Observou-se que o aumento do pH de 6,0 para

9.2 deslocou a binodal no sentido de menores concentrages de polimero e sal.

2.1.2.3. Propriedades fisicas das fases

A tensfo interfacial entre as fases em SBA € muito pequena, algumas ordens de grandeza
inferiores as correspondentes dos sistemas aquoso-organico € organico-orgénico, sendo no
entanto mais elevada em sistemas PEG-Sal do que em sistemas PEG-Dextrana (KULA, 1985).
Sistemas bifasicos aquosos compostos por Dextrana e Polietileno glicol exibem tensGes interfaciais
da ordem de 107 Nem', enquanto sistemas butanol-dgua e etanol-solugdes salinas apresentam
valores cerca de mil vezes superiores. Assim, a agitagdo mecéinica da mistura produz bolhas muito
pequenas, mesmo sem grande consumo de energia, 0 que contribui significativamente para que o
equilibrio na formacfio das fases se estabelega rapidamente. Esta baixa tensfo interfacial dos SBA
minimiza também a desnaturacfo de biomoléculas que condensam na interface, preservando a sua
atividade biologica (ALBERTSSON, 1986). A tensdio interfacial aumenta no entanto com a
concentragdo dos polimeros, ou seja, com o afastamento do ponto critico (DIAMOND & HSU,
1992).

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

A viscosidade das fases esta diretamente relacionada com o aumento da massa do
polimero; geralmente, quanto maior for a massa molecular do polimero, mais elevada € a
viscosidade das duas fases em equilibrio (ALBERTSSON, 1986). Entretanto, o aumento da
viscosidade com a massa molecular do polimero pode ser minimizado pelo fato de que, quando se
usam polimeros de elevada massa molecular, sfo necessdrias concentragdes mais baixas destes

polimeros para a formacdo das fases. De fato, a viscosidade de uma solugfo de polimero €
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extremamente dependente da sua concentragio (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993;
TIERNELD & JOHANSSON, 1990).

A pressdo osmética das fases € pequena devido aos elevados pesos moleculares dos
polimeros formadores das fases. Quando as fases estdo em equilibrio, a pressio osmética € a
mesma para ambas. Em elevadas concentracdes dos polimeros, a presséo osmotica ¢ independente
do peso molecular (ALBERTSSON, 1986).

O tempo necessério para obter a separagdo das fases depende da diferenca de densidade,
das viscosidades e da tensfio interfacial das fases. Pontos préximos ao ponto critico, onde a
diferenca de densidade entre as fases € muito pequena, e pontos afastados do ponto critico, onde a
viscosidade € elevada devido ao aumento da concentragiio dos polimeros, requerem tempos de
separagdo longos. O tempo de separagdo das fases depende também do tempo necessério para que
as pequenas bolhas coalesgam, dando origem a bolhas maiores, pelo que a baixa tensgo interfacial
que caracteriza estes sistemas dificulta a separagdo das fases. O tempo de separacio das fases
depende ainda da razio de volumes entre as fases se estas tiverem viscosidades diferentes. Se a
fase mais viscosa for a de maior volume, a separacio das fases sera mais lenta. Os sistemas PEG-
Dextrana € PEG-Sal sdo os que possuem tempos de separagfo mais curtos (5-30 minutos),
enquanto que os sistemas Dextrana-Ficol e Dextrana-Metilcelulose possuem os tempos de
separagdo mais longos (1-6 horas) (ALBERTSSON, 1986).

As propriedades fisicas dos sistemas bifisicos aquosos podem ser alteradas por
manipulacéo de sua concentracfio e composi¢io dos polimeros e sais. Sendo aquosos, os sistemas
podem ser tamponados ou tornados isotdnicos. Deste modo, a partico de moléculas e de
particulas biolégicas pode ser explorada para obten¢io de separagdes que de outro modo seriam
dificeis de serem realizadas (DIAMOND & HSU, 1992).

2.1.2.4. Fatores que influenciam a parti¢io de biomoléculas em sistemas bifasicos aquosos

Os fundamentos da particio de biomoléculas entre duas fases ainda pdo sdo bem
cornpreendidos, apesar do significativo progresso alcangado com a modelagem termodindmica da

distribuicdio de proteinas em SBA. A modelagem quantitativa da parti¢do de proteinas representa
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um problema complexo pelo fato do comportamento do sisterna depender de fatores muito
diversos como tamanho da molécula, conformacfo, estrutura da superficie, interagbes de
polimeros com as cadeias das proteinas ¢ com diferentes sais, interagbes polimero-polimero, sal-
proteina, €, quando usados, as interagles dos ligantes com os outros componentes presentes. As
condigdes adequadas para a particio deverdo ser encontradas experimentalmente devido a
interdependéncia dos fatores acima citados. Considerando que Cs seja a concentracfio da proteina
na fase superior e Ci a concentragiio da proteina na fase inferior, o coeficiente de distribui¢o das

proteinas ¢ definido por:

K=Cs/Ci

A distribuiciio de substéncias soliveis como protefnas ¢ acidos nucléicos entre as fases €
entdio caracterizada pelo coeficiente de particio (K).

Devido a capacidade de adsorver material biolégico, a interface pode desempenhar
também um papel muito importante na particiio entre as duas fases do sistema. De fato, no estudo
da partigio de particulas em suspensdo, como células e organelas celulares, trés "fases” devem ser
consideradas: a fase de cima, a interface e a fase de baixo, pois a interface adsorve quantidades
relativamente grandes de biomaterial. Na parti¢do de substincias soltiveis este fendmeno nio ¢
significativo (ALBERTSSON, 1986).

ALBERTSSON, (1986) propds o modelo mais stmples para o calculo de K, considerando
que a particdo de substéncias com atividade biolégica em SBA varia com intimeros fatores: fatores
de ordem estrutural ¢ de ordem ambiental. Assim, o coeficiente de particdo pode ser definido pela
eXpressio:

log K= log Kamb + log Kest

onde Kamb e Kest representam, respectivamente, a contribuicdo dos fatores de ordem ambiental e

estrutural para o coeficiente de particio.
No grupo dos fatores ambientais englobam-se as propriedades e caracteristicas do SBA:

sais (tipo e concentragdo), polimeros (tipo, peso molecular € concentracéo), pH, temperatura e

37



SARUBBO, L.A. Revisfio da Literatura

presenca de ligandos bioespecificos. Os fatores estruturais relacionam-se com as propriedades do
material a particionar: peso molecular, carga superficial, hidrofobicidade e outras propriedades de
superficie (MATIASSON & LING., 1987; DIAMOND & HSU, 1992).

Entretanto, modelos quantitativos para predicdo do comportamento do sistema em funcéo
do tipo de polimero, de biomolécula, da composicio das fases, do pH e da temperatura nfio estdo
disponiveis. Adicionalmente, os mecanismos fundamentais que governam o comportamento destas
variaveis nfio foram ainda satisfatoriamente elucidados (BASKIR et al., 1989). Uma vez mais ¢
possivel ressaltar a importincia do desenvolvimento da termodinidmica da extragio com SBA

(KULA, 1990).

A parti¢dio de compostos com atividade biologica pode ser ajustada por manipulacio da
composicio dos SBA. A estrutura, presenca de grupos idnicos, massa molecular e concentragéio
dos polimeros influenciam a partigéo.

Em geral, um aumento na massa molecular de um dos polimeros do sistema bifasico, para
uma determinada composigfo de fases, diminui a particio de material bioldgico para a fase rica
neste polimero. Por exemplo, em sistemas PEG-Dextrana observa-se um aumento no coeficiente
de parti¢io de proteinas quando se aumenta a massa molecular da Dextrana ou quando se diminui
a massa molecular do PEG (HUSTEDT et al., 1978). Este efeito da massa molecular dos
polimeros estd muito relacionado com a massa molecular do biomaterial. De fato, a partigio de
aminoacidos ou proteinas de baixa massa molecular (até 10.000 Da) nfo é muito influenciada por
variagbes na massa molecular dos polimeros, nfo acontecendo o mesmo com proteinas de maior
massa molecular (WALTER & JOHANSSON, 1986).

Perto do ponto critico de um sistema bifasico as duas fases em equilibrio tém composicBes
muito semelhantes, pelo que o coeficiente de particiio de biomoléculas é aproximadamente igual a
1. Pelo contrario, anmentando a concentragdo dos polimeros, ou seja, afastando-se do ponto
critico, as biomoléculas distribuem-se de forma desigual entre as duas fases, podendo acumular-se
preferencialmente nas fases de cima ou de baixo (ALBERTSSON, 1986). Em sistemas PEG-
Dextrana, a concentracdo da Dextrana nfo € considerada uma varidvel muito critica, enquanto que

a concentra¢do de PEG influencia a parti¢io de forma mais acentuada.
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Tal como foi referido, sdo muitos os polimeros soltiveis em 4dgua que podem ser usados
para formar sistemas de duas fases aquosas. ALBERTSSON (1986) publicou extensas listas de
SBA obtidos pelas mais variadas combinagtes de polimeros. Do tipo de polimero escolhido para
formar o sistema bifasico, depende, por exemplo, a hidrofobicidade das duas fases e
consequentemente a particio de biomateriais. ALBERTSSON (1986) comparou a hidrofobicidade
de solugdes aquosas de varios polimeros tendo obtido a seguinte sequéncia: Sulfato de dextrana
Carboximetildextrana < Dextrana < Hidroxipropildextrana < Metilcelulose < Polivinil alcool <
PEG < Polipropileno glicol.

O efeito da temperatura na particiio de proteinas nfio tem sido sistematicamente avaliado
(DIAMOND & HSU, 1992; FORCINITI et al., 1991). A influéncia da temperatura é bastante
complexa devido ao seu efeito na composicdo das fases em equilibrio, assim como a alteracio
(associagdio ou dissociagdo) da estrutura da proteina e desnaturagio. Alguns trabalhos relatam um
aumento do coeficiente de particio com a temperatura (JOHANSSON et al., 1983; JOHANSSON
et al., 1984; TJERNELD et al., 1985;); outros, que nfio ha relacdo entre o coeficiente de particéo
e a temperatura (JOHANSSON et al., 1973; TIERNELD et al, 1985), demonstrando a
necessidade de estudos mais aprofundados para se esclarecer o efeito deste parfmetro sobre a
particdo.

A adi¢dio de sais, mesmo em concentracdes milimolares, influencia fortemente a particdo
de materiais carregados eletricamente. Embora os sais se distribuam quase que igualmente entre as
fases, existem pequenas mas significantes diferencas nos coeficientes de parti¢do de diferentes sais,
o que significa que diferentes ions possuem diferentes afinidades pelas fases, criando uma
diferenga de potencial elétrico entre as fases, que por sua vez direciona a particdo de materiais
biologicos carregados. Mesmo em SBA formados por dois polimeros sem carga, caso do sistema
PEG-Dextrana, alguns jons mostram diferentes afinidades para as fases. A influéncia de diferentes
sais na particdo de proteinas a baixas concentragbes foi estudada no sistema PEG-Dextrana
(ALBERTSSON, 1986). Para proteinas carregadas negativamente, os céations diminuem o
coeficiente de partigio na ordem Li" < NH; < Na'< Cs™ < K e os 4nions monovalentes na ordem
F< ClI'<Br'<TI. Os &nions bivalentes diminuem o coeficiente de particfio na ordem HPO, < SO4*.
O efeito é oposto para proteinas carregadas positivamente. Assim, para se obter um elevado

coeficiente de parti¢do para proteinas carregadas negativamente, deve-se usar monohidrogeno
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fosfato de sédio ou litio. Por outro lado, para se obter um menor coeficiente de particio, deve-se
usar cloreto ou brometo de potassio. Uma vez que a carga na maioria dos materiais biologicos é
dependente do pH, a escolha deste e de um sal pode constituir um modo efetivo de ajuste da
particio (WALTER & JOHANSSON, 1986). A dependéncia do coeficiente de particho para
concentracbes elevadas de sais no sistema PEG-Dextrana também foi explorada por
ALBERTSSON (1986) para o NaCl. A forcas ibnicas mais elevadas (> 1,0 M), a particio de
proteinas ¢ fortemente influenciada pela concentragio do sal. O aumento do coeficiente de
particéio com o aumento da concentracdo de NaCl pode ser atribuido a um aumento das interacoes
hidrofobicas com o Polietileno glicol ou a efeitos do "salting-out”. Apesar do Polietileno glicol ser
hidrofilico, suas interagdes com os dominios hidrofobicos das proteinas podem aumentar para
concentragdes clevadas de sal. Este efeito € muito comum em particio de proteinas, sendo
observado principalmente em sistemas de PEG-Dextrana com NaCl

Em sistemas polimero-sal, a particdo de material bioldgico é fortemente influenciada pela
concentragio do sal, o que pode ser atribuido a efeitos de "salting-out” (KULA et al., 1982). Em
sistemas de PEG-Sal, um aumento do comprimento da "tie-line" promove a transferéncia das
protefnas da fase rica em sal para a fase rica em PEG ou, caso a solubilidade das proteinas nesta
fase nio seja suficientemente elevada, a precipitagfo destas na interface.

Em geral, o coeficiente de particio de moléculas pequenas, como aminoacidos, &
aproximadamente igual a 1 (SAZAKAWA & WALTER, 1974). Pelo contrério, moléculas maiores
tendem a se distribuir de maneira desigual entre as fases, acumulando-se preferencialmente numa
das fases (SAZAKAWA & WALTER, 1972). Existem, no entanto, algumas excec¢les, 0 que
mostra que a particio entre as fases depende de outras propriedades, além do tamanho da
biomolécula, como por exemplo, propriedades de superficie (carga e hidrofobicidade).

A influénecia da carga da biomolécula na sua particdo pode ser estudada medindo o
coeficiente de parti¢éio a varios valores de pH (SAZAKAWA & WALTER, 1974) pois, como se
sabe, a carga de biomoléculas depende do pH. Contudo, esta influéncia da carga da biomolécula
depende muito do tipo de sal presente no sistema, uma vez que diferentes sais ddo origem a
diferentes potenciais elétricos entre as fases, como discutido anteriormente. Para se ocultar a
contribuicio do tampéo para o potencial interfacial, o sal deve ser adicionado em excesso. Este
comportamento pode ser explorado para a determinac@io do ponto isoelétrico (pl) das proteinas.
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Para tal, basta determinar o coeficiente de parti¢do para diferentes pH e na presenca de diferentes
sais, correspondendo o pl ac pH para o qual nfio se detecta o efeito do sal na particfio
(ALBERTSSON, 1986). A particlio de proteinas em sistemas possuindo potencial nulo, para o
que basta escolher ¢ sal ou a mistura de sais apropriada, deveria ser independente da carga, ou
seja, independente do pH. No entanto, certas proteinas nfo apresentam este tipo de
comportamento em determinados intervalos de pH, o que, em alguns casos, pode ser explicado em
termos de alteragdes conformacionais da estrutura das proteinas (ALBERTSSON, 1986). Em
condi¢tes extremas de pH ¢ possivel que ocorra a desnaturaciio das protefnas. Geralmente, a
particio de proteinas desnaturadas ¢€ diferente da partigiio das mesmas proteinas na forma nativa, o
que pode ser atribuido nfo $6 & maior area superficial da forma desnaturada, mas também ao fato
da superficie exposta desta ser muito mais hidrofobica (ALBERTSSON, 1986).

A modificagdo quimica de um dos polimeros do sistema bifisico constitui um processo de
aumentar a particdo de material bioloégico para a fase rica nesse polimero e inclui a ligagdo
covalente de grupos carregados, grupos hidrofdbicos e outros ligandos possuindo afinidade
especifica para determinada biomolécula (JOHANSSON, 1989; JOHANSSON et al, 1973;
WALTER & JOHANSSON, 1986). De fato, a introdugfo de grupos carregados positivamente a
um dos polimeros do sistema promove um aumento na particio de proteinas possuindo carga
negativa para a fase rica neste polimero. Assim, a intensidade desta interagfo eletrostatica entre o
polimero carregado ¢ as proteinas € consequentemente a particdo depende fortemente do pH, uma
vez que deste depende a carga das proteinas (ALBERTSSON et al., 1990).

Conforme comentado anteriormente, a ligagéo de grupos hidrofébicos a um dos polimeros
aumenta a afinidade de protefnas com zonas de ligacio hidrofobicas para a fase rica neste
polimero. Este tipo de particBo em que as interagdes hidrofobicas assumem um papel muito
importante, vulgarmente conhecida como parti¢éio de afinidade hidrofobica, pode ser usada ndo sé
para separar material biologico de acordo com sua hidrofobicidade, mas também para medir a
hidrofobicidade de proteinas e particulas celulares (JOHANSSON et al., 1973).

Muitas proteinas apresentam interagSes vnicas com pequenas moléculas, permitindo a
alterac8o da partico e a obtencBo de seletividade. Esta aproximac3o, denominada particio por
afinidade, combina o efeito da particio com o do biorreconhecimento. Uma classe de lhigandos

bastante usada nestas aplicagdes sdo os corantes de triazina que, quando ligados ao PEG em
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sistemas PEG-Dextrana, aumentam consideravelmente a afinidade de uma série de proteinas para a
fase rica em PEG (JOHANSSON, 1989). A parti¢ciio por afinidade constitui assim um processo de
aumentar a especificidade e a seletividade da extragdo lquido-liquido de material biologico.

O fato da particio depender de um grande namero de fatores distintos confere
considerdvel versatilidade aos sistemas de duas fases aquosas na separagdo de misturas de
componentes. Entretanto, a existéncia de tantas varidveis, na sua grande maioria interdependentes,
torna extremamente dificil a previsdo tedrica do coeficiente de particdo de um dado soluto,

obrigando por vezes a um trabalho experimental exaustivo (KULA et al., 1982).

2.1.2.5. Termodindmica da parti¢io

O banco de dados para SBA ¢ pobre no que se refere a selecfo e concentracfio de sais
adicionados, pH, temperatura e peso molecular dos polimeros adequados para se obter um fator
de purificacdo satisfatorio. Adicionalmente, estas condicGes devem ser ajustadas ao tipo de
biomolécula a ser particionada. Assim ¢ fundamental estabelecer métodos que possibilitem a
predicio o comportamento das varidveis do sistema, para tornar o processo de purificagio
comercialmente viavel.

Varios modelos tedricos que descrevem as propriedades termodinimicas de SBA e a
particio de proteinas nestes sistemas tém sido propostos. DIAMOND & HSU (1989) utilizaram
uma forma modificada da teoria de FLORY-HUGGINS (1941) para correlacionar a partigio de
proteinas em sistemas PEG-Dextrana. KING e colaboradores (1988) modelaram com sucesso a
particdo de proteinas em sisternas PEG-Dextrana na presenca de sais usando um modelo
termodinimico-molecular baseado na equacfio do virial. Além destes, varios outros modelos
tedricos e experimentais tém sido desenvolvidos por pesquisadores em todo mundo (EITMANN
& GAINER, 1992; GROBMANN & GAINER, 1988; GROBMANN et al, 1998; LIN et al,
1999; TINTINGER et al., 1997).

De fato, estes modelos facilitam o desenvolvimento dos fundamentos termodindmicos para
SBA (KULA, 1990). No entanto, muitos deles sdo limitados nfio s6 devido a dificuldade em se

determinar seus pardmetros, mas também pelo fato de que o grande nmimero de pardmetros e sua
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variagdo com a composicdo do sistema requer um elevado niimero de experimentos independentes
(BASKIR et al., 1989). Consequentemente, o banco de dados de métodos capazes de
correlacionar e predizer o comportamento de particdo de materiais biologicos em SBA est4 longe

de se tornar adequado para aplicacGes industriais.

2.1.3. APLICACOES EM LARGA ESCALA

Nas tltimas trés décadas, varias pesquisas tém sido realizadas com sistemas bifisicos
aquosos em escala laboratorial para a separagdo de proteinas, organelas celulares, virus e outros
materiais biologicos. A aplicagio de sistemas bifasicos para a parti¢fio de proteinas em larga escala
também tem sido demonstrada, nos Gltimos anos, através da utilizag@io de centrifugas e extratores
(DIAMOND & HSU, 1992; WALTER & JOHANSSON, 1986).

A extracdio bifasica aquosa exibe imimeras vantagens sobre outros métodos de separagéio e
recuperagdo. De acordo com ALBERTSSON (1986) e WALTER & JOHANSSON (1986), as

principais vantagens da aplicacio dos sistemas bifésicos aquosos sfo:

e facilidade no aumento da escala;

e rapida transferéncia de massa;

¢ equilibrio alcangado com recurso a baixas energias na forma de mistura mecénica;
e possibilidade de operagfo em continuo;

e possibilidade de operagéo a temperatura ambiente, sendo

e mais econdmico que outros processos de separagéo.

As operagdes envolvendo os sistemas bifasicos aquosos sfo, de um modo geral, facilmente
executadas em qualquer escala técnica. Isto se deve principalmente a rapidez com que ocorre o
equilibrio das fases permitindo um coeficiente de parti¢io constante devido a baixa tensdo
interfacial destes sistemas, a simplicidade das unidades de operacéo e a disponibilidade comercial
dos equipamentos necessarios (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993). Em particular, a facilidade

em se obter o "scale-up” pode ser demonstrado pela independéncia do coeficiente de particiio com

43



SARUBBO, L.A. Revisdo da Literatura

relacio a0 volume dos sistemas. Aumentos de escala com fatores de 25.000 j& foram
mencionados. Para facilitar a utilizagio destes sisternas de escala laboratorial para larga escala, no
entanto, faz-se necessario a caracterizagdo do sistema bifisico adequado para a particdo de uma
determinada proteina, ¢ a correlaco deste com o coeficiente de particio da biomolécula
(DIAMOND & HSU, 1992).

Assim, quando se deseja isolar uma determinada proteina de uma mistura complexa, torna-
se essencial encontrar as condi¢cOes ideais. Isto € realizado normalmente, conforme descrito
anteriormente, via experimentos em escala laboratorial, para entdo se realizar o “scale-up”. Para se
obter o projeto de um experimento, € importante otimizar o rendimento € a partigdo versus ©
restante dos componentes da mistura, isto é, o fator de purificacfio. Exemplos de purificagdo de
proteinas podem ser observados na TABELA 02. A grande vantagem € que 0s componentes que
podem prejudicar os passos de purificagdo sdo removidos sem a necessidade da utilizacio de
centrifugagdes e filtragdio por membranas. Ainda, a partigiio espontanea de proteinas reside no fato
de que o material contaminante ¢ facilmente removido em um s6 passo. Sob condigdes favoraveis,
¢ possivel atingir-se um elevado fator de purificagdo no primeiro passo de extragio
(MATIASSON & LING, 1987).

Resultados obtidos com a taumatina (proteina com propriedades adocantes), revelaram,
em um Unico passo de extragiio com sistema bifasico PEG 6000-fosfato contendo NaCl, a partir
de extrato bruto livre de fragmentos de células, valores de rendimento e fator de purificagfio de
90-95% e 20, respectivamente (CASCONE et al., 1991).

TABELA 02- Extrac8o de enzimas utilizando a parti¢iio espontanea

Rendimento Fator de
Enzimas Organismos Sistemas Particio %) purificacio  Referéncias
VEIDE et
galactosidase ’

K HUSTEDT

puiuianase pneumoniae PEG-Dextrana 330 91 et al, 1978
formatodesi- . .. .. PEG-Dextrana . KRONER et

drogenase C. biodinii bruta i1 %94 n. id.* al., 1982

n. id.* : ndo identificado
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Estudos realizados por KRONER e colaboradores (1982), estabeleceram uma comparagio
entre o processo de purificagdio utilizando sistemas de duas fases aquosas € o convencional
constituido essencialmente por precipitacio seguida por dois passos cromatograficos e obtiveram
valores de grau de pureza semecthantes, atingindo-se um rendimento superior no protocolo de
extracdo liquido-Hquido (71% versus 51%). Uma andlise econdmica comparativa entre os dois
processos, envolvendo custos de pessoal, material e operagdo revelou que uma unmidade de
atividade enzimatica produzida pelo protocolo classico tinha um custo de cerca de 40 vezes
superior a0 de uma unidade de enzima resultante das extragdes sequenciais em sistemas de duas

fases aquosas.

2.1.4. SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS MAIS ESTUDADOS

Existe uma grande variedade de polimeros hidréfilos, naturais ou sintéticos, capazes de
gerar a separagio de fases ao se misturarem com um segundo polimero ou com um soluto de
baixo peso molecular, como um sal.

Em principio, todos os tipos de SBA podem ser empregados na separacéo de
biomoléculas. No entanto, quando se considera o aumento de escala onde critérios como custo,
quantidade de reagentes, tempo de separagdo das fases ¢ reciclagem dos componentes n3o podem
ser desconsiderados, o niimero de sistemas capazes de conjugar 0s requisitos necessarios é
bastante reduzido.

Um dos fatores chave na aplicacdo em grande escala da partigo bifasica aquosa reside na
selecdio do SBA mais indicado. A grande muaioria dos trabalhos encontrados na literatura para
sistemas polimero-polimero tem sido efetuada com PEG e um polissacarideo, usualmente uma
Dextrana fracionada (ALBERTSSON, 1986; WALTER & JOHANSSON, 1994).

Estes sistemas parecem exibir caracteristicas fundamentais, apresentam propriedades
fisicas favoraveis, como baixa viscosidade em ambas as fases e uma razoavel diferenca de
densidade entre as duas fases e s#io formados por polimeros biodegradaveis e disponiveis em
grande quantidade, enquadrando-se dentro da legislagio de um grande numero de paises para o

trabalho com produtos alimenticios e farmacéuticos (DIAMOND & HSU, 1992).
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O Polietileno glicol € o polimero padrio para os sistemas bifasicos aquosos. A utilizagio
do PEG torna-se vantajosa devido ao baixo custo do polimero e as propriedades fisicas e quimicas
favoraveis. Por outro lado, a Dextrana apresenta um inconveniente: o elevado custo. Este
polimero, constituido exclusivamente por unidades de glicose, pode ser obtido por wm processo
fermentativo envolvendo a bactéria Leuconostoc mesenteroides (ALSOP, 1983) ou diretamente,
por sintese enzimatica € por sintese quimica (HARRIS & YALPANI, 1985). Estas técnicas de
obten¢do direta da Dextrana ndo sdo, no presente, competitivas pois quase todas as preparacdes
comerciais sio obtidas pela via fermentativa, e esta, por sua vez, representa um elevado custo.

Para combater a falta de competitividade econdmica dos sistemas bifasicos constituidos
por PEG e Dextrana tem-se recorrido quase exclusivamente a sistemas PEG-Sais. Os mais
empregados na aplicagéio em grande escala destas técnicas de purificagdo sfo os sistemas PEG-
fosfato e PEG-sulfato (BOLAND et al.,1991; KULA et al., 1982; PAPAMICHAEL et al., 1992).
Estudos comparativos sobre a aplicacdio de vérias técnicas de purificacdo mostram que estes
sistemas podem competir com outros métodos de purificagdo.

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

Outro forma de evitar o inconveniente do elevado custo associado ao sistema PEG-
Dextrana reside na utilizacfo de polimeros alternativos. Nos titimos anos, devido a necessidade de
desenvolvimento de novos sistemas, um elevado nimero de polimeros tem sido testado com vistas

a aplicacio em sistemas bifasicos aquosos.
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2.1.5. SISTEMAS BIFASICOS ALTERNATIVOS

KRONER ¢ colaboradores (1982) analisaram a aplicagio da Dextrana bruta para a
purificacdo de enzimas em grande escala em sistemas com PEG. Embora este sistema tenha sido
utilizado como alternativa econdmica, uma vez que proporcionou uma reducfio significativa nos
custos referentes a Dextrana e na eliminaciio do problema da elevada concentragio de sais nos
efluentes, apresentou como desvantagem uma elevada viscosidade na fase inferior, cerca de 20
vezes maior quando comparado a fases correspondentes com Dextrana fracionada.

Em algumas aplicagdes, 0s polimeros (PEG e Dextrana) tém sido modificados por
diferentes métodos, como por exemplo, pela introduggio de ligandos por afinidade (por exemplo,
alterando a hidofobicidade ou a carga). Assim, outros derivados da Dextrana, como o
Hidroxipropildextrana, Carboximetildextrana e Sulfato de dextrana tém sido utilizados na
obtencéo de sistemas bifisicos, especialmente com o PEG (ALBERTSSON 1986).

Dentre os polimeros testados para parti¢o bifdsica aquosa como substituto da Dextrana,
destaca-se o sucesso obtido pelo Hidroxipropilamido. Este polimero, formado a partir do amido,
produto natural abundante de custo de produgfio inferior a Dextrana, possibilita uma aplicagio
mais econdmica a sistemas bifisicos aquosos. Comercializado pela Reppe AB, sob ¢ nome
comercial de Reppal PES, este polimero tem sido, logo em seguida a Dextrana, o mais empregado
em parti¢io bifasica aquosa (TJERNELD et al., 1986; STURESSON et al., 1990). A substituicio
da Dextrana por Reppal PES em sistemas bifasicos provocou uma reduciio significativa no custo
dos reagentes necessarios a formagio de fases (TJERNELD et al., 1986).

A modificagdo da molécula do amido pela adicBo de grupos hidroxipropil tem sido
realizada para minimizar a tendéncia da retrogradacio e formacio de géis (TJERNELD &
JOHANSSON, 1990). Outra alternativa para reduzir a tendéncia a gelificacdo de solugBes de
amido € a redug3o do peso molecular do polimero, usando, por exemplo, dextrina. Um sistema de
baixo custo baseado em PEG-Maltodextrina tem sido utilizado para a extracdio de enzimas
(SZLAG & 'GIULIANO, 1988).

Derivados de celulose também tém sido utilizados para a formagfio de sistemas bifasicos
aquosos. O sistema Metilcelulose-Dextrana foi testado nos primérdios do desenvolvimento da

particiio com sistemas bifdsicos aquosos (ALBERTSSON, 1986). O Etilhidroxietilcelulose foi
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estudado como constituinte para sistemas bifisicos. Estes dois derivados de celulose formam
sistemas bifasicos com Dextrana a baixas concentragbes (1-2%), uma caracteristica a ser
considerada economicamente quando se deseja realizar estudos em larga escala (TJERNELD &
JOHANSSON, 1990). SKUSE e colaboradores (1992) também estudaram a aplicacdo de
Hidroxipropilcelulose sob o nome comercial de Klucel L em SBA.

Sistemas baseados em PEG-Pululana, um polissacarideo microbiologico disponivel
comercialmente a baixo prego tém sido investigados com o objetivo de substituigio da Dextrana
em aplicagdes biotecnologicas (NGUYEN et al., 1988).

Outra alternativa ao sistema PEG-Dextrana consiste no recurso a polimeros nfio
purificados. Pelo recurso a estes polimeros pretende-se, mantendo as propriedades de particio
apresentadas pelos mesmos polimeros na sua forma mais pura, reduzir substancialmente o custo
associado a aplicagio em grande escala de sistemas bifisicos aguosos polimero-polimero.
VENANCIO (1996) e VENANCIO e colaboradores (1993; 1995) testaram a implementacio de
polissacarideos ndo purificados em parti¢io bifasica aquosa como o Hidroxipropilamido, Goma de
Guar e Farinha de Alfarroba.

Recentemente, CHRISTIAN e colaboradores (1998) realizaram um estudo preliminar do
uso de uma arabinogalactana em SBA. A andlise do sistema demonstrou vantagens econdmicas
com o use deste polissacarideo frente a Dextrana.

Além de polissacarideos, outras classes de polimeros tém sido estudadas para aplicagio em
sistemnas bifasicos aquosos juntamente com o PEG, como Poliéteres (categoria que inclui o PEG),
Polivinilpirrolidinas, Pohacrilatos e Polidlcoois em certos intervalos de concentragio (TJERNELD
& JOHANSSON, 1990).

Detergentes anidnicos como o Triton X-114 tém sido igualmente empregues na
purificagiio de moléculas biologicas. Estes detergentes sdo constituidos por uma cadeia hidrofilica
de polioxietileno com 9 ou 10 unidades e uma cabega hidrofobica. O Triton X-114 ¢ solavel em
agua a baixas temperaturas, mas quando aquecido a temperaturas superiores a 25°C separa-se em
duas fases, uma rica em detergente e a outra pobre no mesmo. Nestes sistemas as proteinas
separam-se de acordo com sua hidrofobicidade (SANCHEZ-FERRER et al., 1994).

Embora a reviso da literatura tenha demonstrado o constante avango nas pesquisas com

sistemas bifasicos aquosos, para que esta técnica de particiio tenha lugar de destaque como
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processo de separagio em grande escala, existe a necessidade em se buscar novos polimeros.

Dentro deste contexto, véarios polimeros, em especial, polissacarideos, tém sido testados como

constituintes de sistemas bifasicos.

2.1.6. POLISSACARIDEO DO CAJUEIRO (POLICAJU)

Gomas podem ser definidas genericamente como substéncias poliméricas que, em solvente
ou agente de inchamento apropriado € mesmo a baixas concentragdes, sdo capazes de formar
dispersdes ou solugdes altamente viscosas ou até mesmo géis. Com esta defini¢éio, o termo aplica-
se a uma vasta variedade de substéncias, mcluindo hidrocarbonetos de alto peso molecular,
polissacarideos e seus derivados, além de alguns polimeros sintéticos (RODRIGUES et al., 1993;
ROLLER & DEA, 1992).

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

As gomas industriais podem ser classificadas em naturais e modificadas. As naturais podem
ser obtidas de exsudatos de arvore, de sementes, de algas ou por fermentacio microbiologica. As
modificadas sfo as derivadas de polissacarideos insohiveis, como por exemplo, a celulose. A
TABELA 03 apresenta exemplos de gomas industriais classificadas pela fonte.

Gomas sio substincias incolores, inodoras, insipidas € ndo toxicas. Essas propriedades
aliadas a outras mais especificas, conferem as gomas intimeras aplica¢fes tecnologicas. As
principais industrias consumidoras de gomas hidrossoliiveis sdio: a de detergente, a téxtil, a de
adesivos, a de papel, a de tinta, além da alimenticia, farmacéutica ¢ de cosméticos. Nestas
industrias sdo usadas como agentes espessantes, gelificantes, emulsificantes, floculantes,
clarificantes ¢ controladores de caloria. Sdo empregadas também como adesivo, inibidor de

cristalizacfo, formador de filme e estabilizador de suspensfio (SPECIAL REPORT, 1991).
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TABELA 03- Exemplos de gomas industriais classificadas pela fonte

CLASSIFICACAO DAS GOMAS INDUSTRIAIS QUANTO A FONTE

NATURAIS MODIFICADAS
Exsudato de plantas Carboximetilcelulose
Gomas arabica, caraia, tragacanto, do cajueiro Hidroximetilcelulose

Hidroxietilcelulose

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

As gomas vegetais oriundas de arvores (ou exsudatos vegetais) sfio constituidas
principalmente por heteropolissacarideos, sendo produzidas espontaneamente apdés injuria
mecénica ou invasio microbiana através dos troncos, galhos ou frutos, constituindo-se como parte
do metabolismo normal da planta. Sua produgio parece estar relacionada com algum mecanismo
protetor do vegetal (JONES & SMITH, 1949; MARQUES & XAVIER-FILHO, 1991).

As gomas vegetais podem ser classificadas de acordo com propriedades fisicas como
solubilidade e viscosidade, com relac@io a presenca de acidos urdnicos (gomas acidas ou neutras) e
também utilizando-se da estrutura quimica do heteropolissacarideo (SMITH & MONTGOMERY,
1959; ASPINNAL, 1969; STEPHEN, 1983).

O uso de gomas naturais, provenientes dos exsudatos e extratos de plantas, vem tomando
grande impulso pelas multiplas e lucrativas possibilidades de industrializacio. O exsudato do
cajueiro, produzido pela Anacardium occidentale L., planta nativa do nordeste brasileiro
(FIGURA 03), consiste num heteropolissacarideo ramificado (arabinogalactana 4cida) exsudado
naturalmente ou através de incisbes do tronco e ramos da 4rvore como uma goma ou resina de

coloraciio amarelada e soliivel em 4gua (MENESTRINA et al., 1998; PAULA & RODRIGUES,
1995).
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FIGURA 03 - Exsudato obtido de Anacardium occidentale L.

A goma possui caracteristica semethante a goma ardbica, podendo substitui-la como cola
liquida para papel, na industria farmacéutica, em cosméticos, e como aglutinante de cépsulas e
comprimidos, ¢ na inddstria alimenticia como estabilizante de sucos, cervejas e sorvetes. Desta
forma, o polissacarideo do cajueiro representa um uso alternativo nfio convencional, podendo ser
utilizado com diferentes finalidades. Existem estudos da goma do cajueiro com Aarvores
provenientes da India (Madras), Nova guiné (Papua) ( ANDERSON et al., 1974; ANDERSON et
al., 1975) e também com arvores brasileiras, destacando-se o estado do Ceard como maior
produtor do pais (MENESTRINA et al., 1998; PAULA & RODRIGUES, 1995; RODRIGUES et
al., 1993). A goma do cajueiro € constituida por unidades de galactose, arabmose, glicose, 4cido
urdnico, manose ¢ xilose. Entretanto, tem sido verificado que a percentagem dos monossacarideos
varia de acordo com a regifio geografica. Um possivel fragmento estrutural da goma pode ser
observado na FIGURA 04. A TABELA 04 mostra a composicio da goma de Anacardium
occidentale L. de diferentes regides.

As arvores produzem cerca de 700g/ ano em goma. A producfo de frutos em drvores com
mais de 25 anos aumenta apos a extracdo da goma (PAULA & RODRIGUES, 1995). Devido a
importancia da cultura do cajueiro em algumas regibes brasileiras, 2 goma tem apresentado,
recentemente, um crescente interesse industrial, embora a aplicagio deste produto

biotecnologicamente ainda ndo tenha sido explorada.
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TABELA 04- Composigdo da goma de Anacardium occidentale de diferentes origens

COMPOSICAO (%) INDIA NOVA GUINE BRASIL
Galactose 61 63 73
Arabinose 14 15 05

Glicose 08 09 11
Ramnose 07 67 04
Manose 02 01 01
' Xilose 02 - -
Ac. Glucordnico 06 05 06
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FIGURA 04- Um fragmento estrutural da goma de cajueiro. R representa D-manose, L-rammnose,
].-arabinose ou cadeias de arabinose com ligacio 1,2. R’ representa D-glicose (glu) ou acido D-

glucurdnico (glu. a.). Gal representa galactose
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Estudos recentes (PAULA & RODRIGUES, 1995) sobre a caracterizagio da goma do
cajueiro mostram que esta € uma goma de baixa viscosidade. A viscosidade absoluta em solucdes
de 1% ¢é de 1,0 mPas, encontrando-se dentro dos valores exigidos para a formacio de uma
dispersio de fases adequada, o que representa uma adequagio da goma para aplicagdo como
componente de sistemas bifasicos aquosos, além de constituir um produto de facil obtengdo, ja

que o Nordeste brasileiro € rico nesta fonte natural.

2.1.7. POLIETILLENO GLICOL

O polietileno glicol (PEG), HO-(CH,CH;0),-CH,CH;OH, ¢ um poliéter sintético neutro,
linear ou de cadeia ramificada, obtido por polimerizacéo do éxido de etileno e disponivel em uma
variedade de pesos moleculares, de poucas centenas de milhares de daltons. Os dois grupos
terminais (hidroxilas) sdo normaimente usados para ligagiio de ligandos por afinidade e outros
grupos. Solubiliza-se em 4gua e em solventes organicos. E também conhecido pelos nomes
comerciais de poliglicol E®, carbowax® e pluracol E®, dependendo da empresa que o fabrica.
Estdo disponiveis em baixo prego. Para pesos moleculares acima de 20.000 daltons sdo
denominados 6xidos de polietileno, PEO. S8o fornecidos de forma de solugdes incolores estaveis
ou pastas se possuem pesos moleculares menores que 1.000. Os de pesos moleculares ¢levados,
acima de 1.000, sfio encontrados na forma de p6 ou de flocos brancos. Podem ser estocados a
temperatura ambiente, embora a 4 °C a ocorréncia de oxidagio em solugbes seja retardada
(HARRIS, 1992).

Sendo ndo antigénico nem imunogénico, foi aprovado pelo FDA (Food and Drug
Administration). Sua utilizagfio € de interesse na biotecnologia e biomedicina, principalmente por
excluir, em ambiente aquoso, outros polimeros de sua vizinhanc¢a, ndo se solubilizando com eles.
Est4 sujeito a modificagBes quimicas répidas controlando a solubilidade e aumentando o tamanho
de moléculas as quais se liga. Ndo provoca a diminuigéio da atividade de células e proteinas, sendo
biodegradavel e atéxico (HARRIS, 1992).
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2.1.8. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NA EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO

Ultimamente, em virtude da necessidade em se procurar alternativas mais vidveis
economicamente para uma dada separacfio, a extragfo liquido-liguido vem sendo usada de
maneira crescente. Isso torna-se evidente pelo grande ntimero de novos equipamentos
desenvolvidos neste campo.

Alguns fatores que vém estimulando o desenvolvimento da extragfo liquido-liquido,
atualmente, sio (HUMPHREY et al.,1984):

e perspectivas de economia de energia em comparacéio a destilagio;

e possibilidade de evitar a degradacfo de compostos, devido ao efeito da temperatura, que pode
ser causada por processos que fazem uso de energia térmica;

» desenvolvimento de equipamentos mais eficientes e que perrmitam um contato das fases liquidas
mais efetivo;

o melhor entendimento dos principios para desenvolvimento, projeto e “scale-up™ dos processos

de extracéo.

No passado, as operagdes de extracdo liquido-liquido eram restritas a processos que
utilizassem um pequeno nuimero de estigios devido a elevada altura dos estagios tedricos
associados a colunas gravitacionais que representava um alto investimento de capital, tornando o
processo de extragdo bastante oneroso. Nas ultimas décadas, contudo, novos projetos de
extratores tipo coluna e tanques misturados foram desenvolvidos possibilitando em vérios casos
considerar a extragdo liquido-liquido como alternativa para separagdes que requerem um grande
nimero de estigios tedricos (LOGSDAIL et al, 1957). O desenvolvimento de novos
equipamentos para efetuar extracfio liquido-liquido tem tornado este método mais competitivo
com relacdo aos outros processos de separacio existentes (SOUZA, 1997).

Para o desenvolvimento de equipamentos de extracfo liquido-liquido, sdo alve de
consideracGes fatores como (STEINER, 1988):

e o sistema de trabalho: solvente a ser usado, grau de pureza do rafinado, condi¢bes de

escoamento dos liquidos, entre outros;

¢ dados de equilibrio: sdo imprescindiveis, deverfio estar disponiveis na temperatura de trabalho;
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e dados de transferéncia de massa.

Durante O processo de extracdo varios fendmenos acontecem no interior do extrator,

alguns dos quais prejudicam a transferéncia de massa. Os mais conhecidos sdo definidos abaixo:

¢ “Hold up™: é a fracfo retida da fase dispersa, que € a razio do volume da fase dispersa pelo
volume total do equipamento

e Inundacdo: quando as condi¢Ses de operagfio na coluna fazem com que seja impossivel as
correntes escoarem em contracorrente e uma fase se dispersar na outra. Nesta situac8o, as
correntes entram e saem da coluna numa mesma extremidade

* “Backmixing” (mistura axial): é o retorno axial da fase dispersa. A fase dispersa escoa em
sentido oposto ao esperado. Ele faz com que o gradiente de concentracio, que é a forga motriz
da transferéncia de massa na colhmna, diminua, prejudicando a taxa de transferéncia de massa e a
eficiéncia de separagio

o “Backflow™ € o retorno axial da fase continua. Ocorre quando a fase continua é carregada na

direcdio oposta a esperada

Num processo de extracdio, existem diversos fatores que influenciam o desempenho do
extrator, principalmente em escala industrial. Portanto, é necessario um estudo em escala piloto
para methor definir as condi¢bes de operagéo.

A utilizagdo de exfratores verticais nos processos de extracfio liquido-liquido ¢ justificado
devido a esses equipamentos ocuparem pequena area, terem boa eficiéncia de separacdo e
apresentarem facilidades de operagdo ¢ manutencdo.

Existern vérios tipos de extratores que podem ser classificados de acordo com os
principios gerais de operagfio e construcdo. Vdrios autores dividiram os extratores em duas
categorias, de acordo com o tipo de contato entre as fases em (HANSON, 1971):

» Sistemas de contato ¢ separacdo de fases em estigios {(descontinuos): estes sistemas sfo
formados por uma série de estagios compostos por tanques misturadores-decantadores, onde a
solugio e o solvente sdo misturados até serem atingidas as concentragdes de equilibrio em
ambas as fases. Apos isso deixa-se decantar a fase mais densa e, entfio, faz-se a separagfo das

fases antes delas passarem ao préximo estagio. Nestes equipamentos, obtém-se altas eficiéncias
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de separaciio em cada estagio. A desvantagem € o grande espago fisico que ocupam (FIGURA
05).

Entrada da _ Entrada da
fase pesada fase leve
> -4
] >
Saida da ' ' Saida da
fase pesada fase leve

FIGURA 05- Exemplo de um extrator em estagios discretos

o Sistemas de contato diferencial (continuos): nos sistemas diferenciais, os liquidos escoam
continuamente em contracorrente, sem misturadores ou decantadores intermedidrios, sendo que
estes contadores sdo normalmente colunas verticais. O escoamento em contracorrente ocorre
em funcdo da diferenca de densidade entre as fases. A fase mais densa é alimentada no topo e
flui de maneira descendente no interior da coluna e a fase menos densa ¢ alimentada na base e
flui em direcio ao topo da coluna. As colunas de contato diferencial sdo equipamentos mais
compactos e ocupam um menor espago fisico que os misturadores-decantadores.

Esta categoria pode ainda ser subdividida de acordo com a maneira de se promover a mistura
das fases, em:

- Colunas sem agitacBo mecénica e separacio pela gravidade, como colunas de pratos perfurados

fixos, colunas tipo Spray e colunas recheadas (FIGURA 06). Nestes equipamentos, a forma de

promover o contato entre as fases ¢ portanto a transferéncia de massa, € a aglio da forca
gravitacional, devido a diferenca de densidade entre as fases. S3o os mais simples dos extratores

diferenciais usados na extragdo liquido-liquido. Apresentam baixo custo de instalagio e

manutencdo e ocupam reduzido espago fisico. A principal desvantagem é a baixa eficiéncia de

separacéo.
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(=) (b) (©

FIGURA 06- Exemplos de colunas que atuam sob a for¢a da gravidade. (a) coluna de pratos fixos
perfurados; (b) coluna recheada; (¢) coluna Spray

- Colunas com agitacio mecénica e separacdio pela gravidade, como coluna de discos rotativos
(RDC), coluna de fluxo pulsado, coluna de pratos pulsados, coluna “Oldshue-Rushton”, coluna
“Sheibel” e coluna Kuhni (FIGURA (7). Nestes extratores, além da forca da gravidade, tem-se
a acdo da agitacdo causada mecanicamente que pode ser empregada através de pulsagdes ou
sistemas rotativos. Nas colunas agitadas mecanicamente por meio de sistemas rotativos, a for¢a
da gravidade atua em conjunto com a energia introduzida por estes sistemas de rotagfio, que
podem ser: discos rigidos ou perfurados, pas, turbinas, etc. O grau de dispersdo, ¢ portanto, 0
grau de transferéncia de massa ¢ bastante elevado em comparagSio aos equipamentos sem
agitacfio mecénica.
- Contadores cenfrifugos, que utilizam a forca centrifiga como forca motriz para a
transferéncia de massa. Séo de desenvolvimento mais recente e possuem alta eficiéncia de
separagdo e ocupam pouco espago fisico. A desvantagem é o seu alto custo de implantacgo.
Sdo exemplos o extrator Podbielniak, Luwesta e de Laval.

A classificagdo dos equipamentos segundo HANSON (1971) pode ser observada na

TABELA 05.
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FIGURA 07- Exemplos de colunas que atuam sob a forca da gravidade. (a) coluna de fluxo
pulsado; (b) coluna de pratos pulsados; (c) coluna de discos rotativos
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TABELA 05- Classificagdo dos equipamentos de extracdo segundo HANSON (1971)

CONTATO COM
TIPO DE AGITACAO  gppARACAO DE FASES

CONTATO CONTINUO

-coluna Spray

-coluna de chicanas

SEM AGITACAO -coluna recheada
-coluna de pratos perfurados
-Holley-Mott -coluna Sheibel
-misturador-decantador simples  ~coluna Oldshue-Rushton
-misturador-decantador com ~-contador de discos rotativos
APARELHO bomba -coluna misturadora multi-estagio
AGITADO POR -centrifuga de estagio individual
ROTACAO -misturador-decantador com

pulsaggo
-misturador-decantador com -coluna recheada com pulsagéo
pulsacio -coluna de pratos perfurados

COM PULSACAO pulsados

-coluna de fluxo pulsado com

pratos perfurados

2.1.9. PROCESSAMENTO CONTINUO

A maioria dos processos de extracfo de particulas biologicas tem sido realizados de modo

descontinuo; recentemente, a utilizaciio de processos continuos tém ganhado um grande impulso,

uma vez que o processamento continuo apresenta inimeras vantagens (BOLAND, 1990):

e Reducdo no tempo de processamento: os processamentos de fases aquosas atualmente sdo

muito rapidos. A mistura e o equilibrio das fases ocorre em alguns minutos quando se utilizam

equipamentos adequados. Portanto, a utilizagio do processo continuo permite processar
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rapidamente grandes quantidades de material, com instalagBes reduzidas em relagdo a
quantidade de material que estd sendo processada, resultando numa economia de capital e
energia.

¢ automagfo do processo, o que significa baixa mio-de-obra a ser empregada;

s obtencio de produtos mais homogéneos: a combinagdo entre o processo continuo e a
automacfo mantém o processamento mais constante, com poucas variagdes € maior
uniformidade ao longo da corrida;

e maior rendimento de produtos labeis: devido a rapidez do processamento, as perdas de
materiais labeis sdo minimizadas;

e possibilidade de reciclagem dos componentes constituintes das fases.

A aplicac@io de sistemas bifasicos aquosos para a purificagdo em continuo de proteinas tem
sido demonstrada em varios trabalhos utilizando diferentes sistemas de extracio. ALBERTSSON
(1986) descreveu a operacio de uma unidade Craig, em modo contracorrente, empregando
sistemas PEG-Dextrana. KULA e colaboradores (1982) pesquisaram a extragio de formiato
desidrogenase com sistemas PEG-Sal. HUSTEDT e colaboradores (1988) analisaram o processo
continuo em uma coluna Kuhni, em um extrator Graesser, em uma coluna Podbielniak e em uma

unidade misturadora-decantadora usando SBA.

Em operag@io semicontinua, SAWANT e colaboradores (1990), PATIL e colaboradores
(1991) e JAFARABAD e colaboradores (1992a; 1992b) avaliaram a transferéncia de massa ¢ a
fracdo retida da fase dispersa (“hold up™) para a albumina de soro bovino e para amiloglicosidase.
Para a purificagfio da albumina foram empregadas as colunas tipo Spray e York-scheibel operando
com sistemas PEG-Dextrana e PEG-fosfato de potéssio, respectivamente. Para a separagio da
amiloglicosidase foi utilizado o sistemas PEG-sulfato de sédio nas colunas York-scheibel e
Empacotada.

COIMBRA e colaboradores (1994) utilizaram um extrator Graesser para a separacéo das
proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina do soro do leite com sistemas bifasicos PEG-fosfato
e avaliaram a performance do extrator com relagdo a eficiéncia de separacéo e a transferéncia de

massa (COIMBRA et al.,1995). PAWAR e colaboradores (1997) analisaram a fragfio retida da
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fase dispersa e o coeficiente de transferéncia de massa em uma coluna Spray modificada utilizando
o sistema bifasico PEG-sulfato para a extragio de amiloglicosidase e B-galactosidase. Mais
recentemente, PORTO e colaboradores (1997; 1999) avaliaram a transferéncia de massa e a fraco
retida da fase dispersa (“hold up™) para o citocromo b3 e albumina de soro bovino em coluna de

discos perfurados rotativos com sistemas PEG-fosfatos de potassio.

2.1.10. EXTRACAO CONTINUA EM COLUNA DE DISCOS PERFURADOS
ROTATIVOS

Com a finalidade de melhorar a transferéncia de massa, aumentando a irea interfacial entre
as fases e diminuindo o tamanho das gotas tem-se recorrido a colunas mecanicamente agitadas.

Entre as colunas mecanicamente agitadas que utilizam sistemas rotativos se encontram as
colunas de discos rotativos (RDC). Assim como outros tipos de contadores que operam em
contracorrente, a acio da rotagdo dos discos aumenta a eficiéncia da coluna pelo aumento da
turbuléncia e da drea interfacial para a transferéncia de massa.

A coluna de discos rotativos foi primeiramente desenvolvida por REMAN em 1951 como
um equipamento utilizado para extragfo continua em contracorrente. Desde entfio, este
equipamento tem sido utilizado com sucesso em industrias petroquimicas (STRAND et al., 1962).
REMAN & VAN DE VUSSE (1955) e VERMIIS & KRAMERS (1954) publicaram dados
operacionais e de transferéncia de massa para colunas RDC. LOGSDAIL e colaboradores (1957)
estudaram as condi¢des de inundagdo da cohma. O equipamento consiste de um cilindro vertical
do qual a zona de extra¢do € dividida em compartimentos idénticos por discos fixos. Além destes
ha discos rotores, sendo que cada cormpartimento possui um destes discos. Esses discos sdo fixos
a um eixo que € coaxial ao tubo. Os discos rotores sdo fixos de maneira a estarem no meio de cada
compartimento. O difimetro dos discos rotores é sempre menor que o didmetro de abertura dos
discos fixos (KUNG & BECKMAN, 1961). Neste tipo de coluna as duas fases sfo introduzidas,
em contracorrente, sendo a fase dispersa (fase leve), na base da coluna e a fase continua (fase
pesada), no topo da coluna. Basicamente, se forma um fluxo em contracorrente entre as fases

causado pela diferenca de densidade entre estas (LADDHA et al.,, 1978). A mistura das fases e
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consequentemente a transferéncia de massa é governada principalmente pela velocidade de rotagéo
dos discos. Ajustando esta varidvel independente, condigGes ideais de separacdo para uma dada
mistura podem ser estabelecidas (VERMIJS & KRAMERS, 1954). Segundo STRAND e
colaboradores (1962), para velocidades baixas, as gotas surgem rapidamente na zona de contato e
apresentam dimensdes maiores, proporcionando pequenas areas interfaciais e baixas taxas de
transferéncia de massa. No caso de altas velocidades de rotacdo, as gotas sdo menores e
apresentam um aumento significante na drea interfacial, levando a elevadas taxas de transferéncias
de massa.

Quanto ao escoamento dos liquidos nos compartimentos da coluna, observa-se tedrica e
experimentalmente que as forgas centrifugas produzidas pela rotagio dos discos rotores induzem,
proximo aos discos rotores um escoamento de liquidos a partir do eixo do rotor em diregio a
parede do tubo, € proximo aos discos fixos um escoamento de liquidos a partir da parede do tubo
em direc8o ao eixo rotor. Além disse, hd uma rotagio do liquido em torno do eixo rotor e um
fluxo em contracorrente das fases. Entio o escoamento de liquido resultante € toroidal (LADDHA
et al., 1978).

Varios autores estudaram os aspectos geométricos e estruturais da coluna de discos
rotativos. KUNG & BECKMANN (1961) estudaram o efeito da geometria da coluna e da vazdo
de alimentagdo sobre o “hold up” numa coluna de discos rotativos utilizando o sistema tolueno-
agua. Algumas variaveis foram estudadas como difimetro e altura da coluna, velocidade de rotagfio
dos discos e velocidade das fases dispersa e contmua. LADDHA e colaboradores (1978)
realizaram um estudo da transferéncia de massa e da hidrodindmica num contador de discos
rotativos. Neste trabalho, foram apresentadas equagdes para o estudo da transferéncia de massa
relacionadas ao difmetro das gotas. Estudos realizados por WESTERTEP & LANDSMAN
(1962) demonstraram que a dispersdio axial (grau de mistura que ocorre no interior de um
equipamento na dire¢@io longitudinal) depende da velocidade do liquido circulante na coluna e do
grau de agitacio e recirculacio. MURAKAMI e colaboradores (1978) estudaram o efeito da
geometria da coluna, vazio de alimentacfio e velocidade de rotagfio sobre o “hold up™ utilizando
os sistemas metil isobutil cetona-igua e querosene-dgua com e sem transferéncia de massa.
LADDHA e colaboradores (1978) realizaram um estudo detalhado da hidrodinimica da coluna

para sistemas solvente-agua com e sem transferéncia de massa.
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Colunas de discos perfurados rotativos foram usadas por POPE & SHAH (1971). A
coluna de discos perfurados rotativos com anéis estatores era similar ao contador de discos
rotativos estudado por REMAN (1951). POPE & SHAH (1971) demonstraram que os discos
perfurados proporcionavam um excelente contato entre as fases e consequentemente um aumento
no coeficiente de transferéncia de massa e na eficiéncia. TAMBOURGI (1989), utilizando uma
coluna de discos perfurados rotativos (PRDC) sem anéis estatores realizou um estudo detalhado
sobre o efeito da drea perfurada dos discos rotativos sobre o comportamento hidrodinidmico do
equipamento, dispersdo axial e condigbes de inundagfo utilizando o sistema n-butanol-dgua.

Em 1993, TAMBOURGI & PEREIRA, utilizando o sistema acido acético-butanol-dgua,
descreveram resultados obtidos com uma PRDC construida em perspex (acrilico) com 20 e 40 %
de 4rea perfurada, variando os espagamentos ¢ o ntimero de discos, bem como a velocidade de
rotagdio. Os resultados obtidos demonstraram que o nimero de discos influencia a eficiéncia de
separagdo, tendo sido observado maiores eficiéncia de separagfio para 7 discos do que para 5
discos testados. Segundo os autores, este fendmeno poderia ser explicado pelo fato de que um
elevado grau de agitacdio causa uma maior area interfacial refletindo numa maior transferéncia de
massa. O aumento da érea perfurada dos discos de 20 para 40% também proporcionou um
aumento na eficiéncia de separacgfo.

CARNEIRO-DA-CUNHA e colaboradores (1994) utilizaram uma PRDC para extragio de
cutinase recombinante com sistemas micelares. Os resultados demonstraram um rendimento de
extracio de 78% em proteina.

PORTO e colaboradores (1997) utilizando uma PRDC para a extragio de citocromo b5
recombinante com o sistema PEG-fosfato, obtiveram um rendimento de 75% em proteina. Mais
recentemente, PORTO e colaboradores (1999) avaliaram a transferéncia de massa e a fragio retida
da fase dispersa (“hold up”) para o albumina de soro bovino em PRDC com sistemas PEG-

fosfatos de potéssio.
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2.1.11. TRANSFERENCIA DE MASSA EM SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

Quando um sistema contém dois ou mais componentes cujas concentracdes variam de
ponto a ponto no sistema, hd um tendéncia natural & massa ser transferida, minimizando as
diferencas de concentragiio no sistema, ji que de acordo com a segunda lei da termodinimica,
sistemas que ndio estdio em equilibrio tendem a alcangar o equilibrio com o tempo. O transporte de

um constituinte de um regido de maior concentraclio para outra de menor concentragdo ¢
chamado “transferéncia de massa”.

E de fundamental importancia no estudo de um processo de extracdo liquido-liquido ou de
um extrator em particular, a avaliagiio da transferéncia de massa no interior deste equipamento.

A transferéncia de massa entre duas fases liquidas é fun¢io do comportamento dos liquidos
que atravessam o extrator e da taxa local de transferéncia de massa, que depende da resisténcia no
filme liquido interfacial.

O estudo da transferéncia de massa visa principalmente avaliar o quanto o sistema se
aproxima do equilibrio. Com este estudo, pode-se definir um limite ideal de operagfo para o
extrator,

Em equipamentos de extracdo liquido-liquido, em contracorrente, a transferéncia de massa
ocorre numa dispers@o de gotas que fluem pela gravidade através da fase liquida continua, sendo o
contador de discos rotativos um exemplo destes equipamentos.

A mudanca da concentracdo numa gota, numa dada parte da coluna, ¢ dependente da
diferenca de densidades, do coeficiente de transferéncia de massa, da 4rea interfacial e do tempo
de contato, sendo que todas essas varidveis dependem do difmetro das gotas. Segundo HANSON
(1968) a transferéncia de massa ocorre entre a fase continua e as gotas.

Em sistemas liquido-liquido, o aumento da agitacfo, inicialmente causa um aumento da
area interfacial (através da diminuigSio no tamanho das gotas) e assim, aumentando a taxa de
transferéncia de massa. Porém, isso nfio ocorre indefinidamente. Primeiramente, hi um limite para
o aumnento da drea interfacial que pode ser obtida. Em segundo lugar, abaixo de um certo tamanho
de gotas, estas comecam a se comportar como esferas rigidas sem circulag@o pelo lento processo

de difusdo molecular. Em terceiro lugar, ap6s um certo ponto, 0o aumento na agitagio pode
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comegar a suprimir a interagfio gota-gota, reduzindo a mistura na fase dispersa e também a taxa de
transferéncia de massa. Ha portanto um grau 6timo de agitagio que fornece a taxa de transferéncia
de massa maxima (ROD, 1966).

Segundo HANSON (1968), a coalescéncia das gotas da fase dispersa numa fase continua €
fundamental para ocorrer a separacfio das fases. Em geral, quanto menor o tamanho das gotas,
mais lenta € a coalescéncia. Quanto menores forem as gotas, maior serd a tendéncia da solugio
emulsificar.

Em colunas de discos perfurados rotativos, o coeficiente global de transferéncia de massa

pode ser determinado por

N= Kda(C* - O)V

onde N, Kda, C*, C e V representam, respectivamente, o fluxo de proteina para a fase dispersa, o
coeficiente global de tramsferéncia de proteina, a concentragio de proteina na interface em
equilibrio com a fase continua, a concentraco de proteina na fase dispersa ¢ o volume da fase
continua.

Considerando que as duas fases sdo imisciveis, que a quantidade de soluto transferida entre
as fases € pequena, que o coeficiente de particio para a proteina ¢ independente da sua
concentracdo e que o coeficiente de transferéncia se mantém constante ao longo da coluna, a

integragfio da expressdo acima ¢ possivel, originando:

N=Kda AC,, V

onde ACy, representa a média logaritmica da diferenga de concentracdes entre a interface e a fase

dispersa. O balango material global do soluto na coluna origina

Q(Cent-Csai}=Kda ACi, V
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em que Q, Cent e Csai representam, respectivamente, a velocidade de fluxo da fase dispersa, a
concentracdo de proteina na corrente de entrada da fase dispersa, a concentragdo de proteina na

corrente de saida da fase dispersa. Reorganizando esta expressio, obtém-se a expressio:

Kda= Q/V. In (Cent - KCfc/Csai - KCfc)

onde K representa o coeficiente de parti¢io do soluto.

Sabe-se que existem dois aspectos distintos sobre a eficiéncia de extragdo a serem
considerados: o primeiro costuma diferenciar o comportamento real do ideal; o segundo interpreta
a eficiéncia em termos de mecanismos de transporte de massa. Baseado nestes aspectos, virias
defini¢Ges de eficiéncia tém sido propostas.

O desempenho de um contador de discos rotativos com saia perfurada foi estudado por
KAWASE (1990) em escala piloto. Os dados obtidos para este equipamento foram examinados
usando a correlagdo proposta para uma coluna de discos rotativos. Foram realizados estudos
sobre a eficiéncia de extrac@o, na qual as concentragdes das fases no topo e no fundo da coluna
foram medidas. O célculo da eficiéncia de extragfo neste equipamento foi realizado usando a

seguinte relacdo, baseada nas concentragGes da fase onde se encontra o soluto.

By =C:i-C, x100
Ce

Onde: C;é a fragfio massica de soluto na alimentagfio e

C, € a fracfio madssica de soluto no rafinado

Esta defini¢éio representa um indice de recuperagéio do soluto.
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2.1.12. RECUPERACAO DOS PRODUTOS

O aspecto final a se considerar quando se pretende aplicar a particdo bifasica aquosa 4
purificacdo de moléculas biologicas, consiste na separagdo da molécula biologica (produto
desejado) dos polimeros constituintes do sistema bifasico aquoso.

Os primeiros trabalhos encontrados na literatura (ALBERTSSON, 1986) reportavam que a
remocéo dos polimeros do sistema era um obstaculo para a aplicagio de SBA em larga escala. No
entanto, observa-se, por exemplo, que a ultrafiltracfio pelo uso de membranas semi-permedveis
com poros seletivos € uma forma répida ¢ eficiente de se remover os polimeros. Considerando o
sistema tradicional PEG-Dextrana, como o peso molecular do PEG ¢ bem menor e o peso
molecular da Dextrana bem maior do que o peso molecular da maioria das proteinas, este método
torna-se bastante viavel, permitindo que a membrana retenha a proteina, promovendo
simultaneamente a remog¢do do PEG. Esta técnica ainda permite ganhos na purificacdo, ja que
outras proteinas menores ou particulas contaminantes podem ficar retidas na membrana. Um dos
métodos mais comuns baseia-se na transferéncia da molécula biologica para uma fase com baixa
concentracdo de polimero. Assim, quando a proteina se encontra acumulada na fase PEG, pode-se
recorrer a adigdo de um sal que leve a formagfio de um novo SBA. Utilizando-se condigGes
apropriadas, a proteina pode ser re-extraida e se concentrar na fase rica em sal (HUSTEDT et al,,
1978; CABRAL & AIRES-BARROS, 1993). O sal, por sua vez, poderd ser removido por
filtracio em membrana utilizando ultrafiltragdio ou dialise. As proteinas também podem ser
removidas por adsorgdo em trocadores idonicos (ALBERTSSON, 1986; HUSTEDT et al., 1978).
Para sistemas PEG-Dextrana, uma vez que ambos os polimeros sdo neutros, eles ndo se ligardo
aos trocadores e podem ser removidos por lavagem, deixando a proteina ligada a matriz. Para
polimeros carregados, bastaria ajustar o pH e a forga ibnica. O incoveniente ¢ a possibilidade de
ocorrer uma alta pressdo das gotas quando sclughes poliméricas viscosas sfio processadas em
coluna. Outras possibilidades incluem a centrifugacdo para moléculas ou particulas de elevado
peso molecular (ABERTSSON, 1986). ALBERTSSON (1986) também descreve um método
especifico para a recuperacéo de moléculas biologicas da fase inferior de sistemas PEG-Dextrana.
Por adigdo de sulfato de amdnia ou fosfato de potdssio ao sistema PEG-Dextrana, a concentracéio
de PEG na fase inferior vai diminuindo gradualmente até ser completamente excluida desta fase. A
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partir deste ponto, a molécula biologica pode ser precipitada da fase inferior por adigdo de sulfato
de amonia.

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

Um recente desenvolvimento no campo da separacfio bifasica aquosa € combinar SBA’s
com a separaciio induzida pela temperatura. Vérios trabalhos sobre este processo alternativo de
purificacio estdo disponiveis na literatura (ALRED et al., 1993; FARKAS et al,, 1996; LI et al,,
1997; PERSSON et al, 1999, SVENSSON et al, 1999). Sio exemplos de polimeros
“termoseparadores” o PEG, Alcool polivinilico e Etilhidroxietilcelulose. A separacio de fases por
inducdio pela temperatura torna possivel separar o polimero da substincia biologica isolada,
permitindo recuperar o polimero “termoseparador”. O processo de purificagiio ¢ composto por
dois passos. No primeiro, um sistema bifésico composto pelo polimero “termoseparador” como
polimero predominante da fase superior e Dextrana ou Hidroxipropilamido como polimero
predominante da fase inferior, ¢ utilizado na particdo da biomolécula, de modo que esta se
concentre na fase superior. No segundo passo, a fase superior ¢ isolada e 0 aquecimento acima de
uma temperatura critica, caracteristica para cada sistema, levara a uma nova formagfo de fases, de
modo que o polimero termoseparador fica concentrado na fase inferior, enquanto que a fase
superior ¢ uma fase aquosa praticamente livre de polimero, que concentra a molécula biologica, a

qual pode ser recuperada por ultrafiltracdo ou didlise (JOHANSSON et al., 1996).

2.1.13. RECICLAGEM DE POLIMEROS

A possibilidade de reutilizagio dos constituintes das fases deve ser considerada ao se
efetuar o “scale-up” pois os custos dos componentes das fases aumentam linearmente com a escala
de producio (KRONER et al., 1984). A recirculacio de reagentes tem sido fundamentalmente
estudada em sistemas PEG-Sais (PAPAMICHAEL et al., 1992; RITO-PALOMARES et al,,
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1994) ¢ pode ser obtida na prética por recircula¢fo direta da fase PEG ou da fase rica em sal ap6s
ultrafiltracéo.

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

inatterada até 5 ciclos de recirculagfo.

2.1.14. ASPECTOS ECONOMICOS

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

O conhecimento em sistemas biféisicos aquosos e suas habilidades de particfio de moléculas
biologicas tem sido estudada por mais de 40 anos. Desde entfio, o interesse nesta drea mostrou-se
reduzido até os Ultimos anos, quando uma série de pesquisas tomaram lugar dentro do mundo
cientifico (MATIASSON & LING, 1987).

A extragdo de proteinas em sistemas bifisicos aquosos consiste num processo que requer
um custo relativamente alto de reagentes. Uma andlise econdmica da recuperagiio e purificagiio da
enzima formato desidrogenase a partir de Candida biondii demonstrou que o uso de sistemas
bifisicos aquosos possui vantagens econdmicas quando comparado a outros métodos. O tempo de
operagdo reduzido, que influi diretamente nos custos de energia, constitui o maior fator do baixo
custo operacional da particdo com sistemas bifasicos aquosos (CABRAL & AIRES-BARROS,
1993).

O custo operacional, por sua vez, estd extremamente relacionado com o tipo e
concentragio dos polimeros necessarios para a formacio das fases do sistema e sua capacidade.
Conforme mencionado anteriormente, o prego dos polimeros mais empregados, como a Dextrana,
¢ bastante elevado, embora o sistema PEG-Dextrana possua caracteristicas importantes como a
biodegradabilidade, além de ja reunir uma elevada gama de informagdes sobre a partigo de varios

compostos ao longo dos anos. O uso prético da Dextrana apenas seria justificado em casos raros,
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como na produgfio de produtos especiais (MATIASSON & LING, 1987). Para combater este
problema, tem-se recorrido nos ultimos anos ao Hidroxipropilamido, similar a Dextrana e mais
econémico.

Apesar do ¢levado custo associado aos reagentes quimicos, KRONER e colaboradores
(1984) verificaram que esta técnica de extragio no deixa de ser competitiva com outras técnicas
como centrifugacéo, filtracio com tambor e filkira¢do com membranas. Estes autores obtiveram,
igualmente, um elevado consumo de reagentes, cerca de 53% do custo total, embora estes custos
tenham sido compensados pelo baixo custo observado para o consumo energético e para o
investimento em equipamento.

Por estes fatos, torna-se fundamental reduzir substancialmente os custos dos reagentes

quimicos, quer pelo recurso a novos reagentes, quer pela implementacio de técnicas de

recirculacio de reagentes.
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3. OBJETIVOS

GERAL

Caracterizar ¢ utjlizar um novo sistema para parti¢do bifasica aquosa de biomoléculas

ESPECIFICOS

*

Determinar os diagramas de fases dos sistemas bifdsicos formados por combinagio do
polietileno glicol com o polissacarideo do cajueiro (Policaju)

Estudar a influéncia do peso molecular do polietileno glicol, da temperatura ¢ do pH
nos diagramas de fases do sistema em estudo

Determinar as propriedades fisicas dos sistemas, tais como densidade, viscosidade,
tempo de separacgfio e razfio de fases

Determinar o coeficiente de partigdo de uma proteina modelo, a albumina de soro
bovino

Estudar a influéncia do peso molecular do polietileno glicol, da temperatura,
comprimento da "tie-line", pH e adicfio de NaCl na parti¢io

Estudar o comportamento do sistema para processamento continuo através da
utilizagdo da coluna de extrac@io com discos perfurados rotativos (PRDC) e caracterizar
hidrodinamicamente © equipamento por manipulacio de varidveis geométricas e
operacionais. Determinar o “hold up™ para o novo sistema e calcular o coeficiente de
transferéncia de massa e o indice de recuperagéo

Avaliar o potencial econémico do sistema
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS
4.1.1. Reagentes
4.1.1.1. Polimeros constituintes dos sistemas bifasicos aquosos
Foram utilizados polietileno glicol (PEG) de diferentes peso molecular, PEG 550, PEG

1500, PEG 4000 e PEG 8000, fornecidos pela Sigma Chemical Co, St. Lowis, Mo., EUA.
A goma do cajueiro, de peso molecular £110.000 Da (MENESTRINA et al., 1998) foi

coletada como exsudato natural de arvores de Anacardium occidentale L. (produtoras do caju

amarelo) de diferentes localidades do estado de Pernambuco, no periodo de dezembro a marco.

4.1.1.2. Proteina

Nos estudos de partigéo foi utilizada a proteina padrio albumina de soro bovino (BSA) de

peso molecular 66.500-67.500 Da (ponto isoelétrico = 5,1), obtida da Sigma Chemical Co (St.
Louis, Mo, EUA).

4.1.1.3. Outros reagentes

Os principais reagentes utilizados ao longo do trabatho experimental estfio apresentados na
TABELA 06.

72



SARUBBO, L.A. Materiais e Métodos

4.1.2. Coluna de extracio PRDC

Nos ensaios de extraciio com alimentaciio continua de ambas as fases foi utilizada a coluna
de discos rotativos perfurados (PRDC) como representado na FIGURA 08. A coluna foi
construida com tubo de acrilico (perspex) com 32 mm de diémetro interno e 160 mm de altura. Na
parte central encontra-se um eixo contendo discos perfurados, separados eqiiidistantes e movidos
por um agitador a diferentes velocidades, conforme as condi¢des experimentais. Os discos
perfurados sdo de 30 mm de diametro, contendo cada disco 06 orificios de 60 mm de didmetro,

com uma 4rea livre de fluxo de 21%. A coluna foi mantida a temperatura ambiente (25°C + 2 °C).

TABELA 06- Solugdes e reagentes utilizados ao longo do trabalho experimental

Reagente Pureza Fornecedor
Cloreto de sddio 99% Merck
Dihidrogenofosfato de potéssio 99% Kanto Chemical Co
Hidrogenofosfato de potéssio 99% Kanto Chemical Co
Comassie Blue G- 250 ———- Eastman Kodak
Etanol 98% Merck
Etanol comercial —— R
Hidroxido de sbdio 97% Vetec
Acido sulfiirico 95-97% Merck
Acido 3,5- dinitrossalicilico — Sigma
Acido perclérico 60% Kanto Chemical Co
Acido ortofosforico 85% Vetec
Cloreto de bario 99.9% Vetec
Todo 99.9% Kanto Chemical Co
Tartarato duplo de sédio e de potassio 99% Vetec
Glicose PA Sigma
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FIGURA 08- Coluna de discos perfurados rotativos em operacéio (a), e em (b) vista frontal da
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se observar o
alimentacdo, a alimentac@io da fase leve e drenagem da fase pesada foi realizada pela parte i

detalhes, onde pode-

mais

coluna com

erior
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4.1.3. Equipamentos

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

- Agitador magnético com aquecimento modelo 258, FANEM, Brasil.
- Balanga analitica modelo AB104, METTLER, EUA.

- Bomba de vacuo modelo MA058, MARCONI, Brasil.

- Centrifuga de bancada modelo 225, FISHER SCIENTIFIC, EUA.
- Espectrofotometro modelo B442, MICRONAL, Brasil.

- Estufa de secagem modelo 002 CB, FANEM Ltda., Brasil.

- Bombas peristalticas de um canal ATTA, JapZo.

- Micropipetas automdticas finnpipette, LABSYSTEMS, EUA.

- Potencidmetro ORION, EUA.

- Viscosfmetro digital BROOKFIELD DV-II.

- Banho termostatizado modelo 100, FANEM, Brasil.

4.2. METODOS

42.1. ISOLAMENTO DO POLISSACARIDEO DO CAJUEIRO (POLICAJU)

A goma bruta (isenta de cascas e¢ fothas) foi submetida ao método de RINAUDO &

MILLAS (1991) modificado: a goma foi triturada e dissolvida em solugdo aquosa a 20%, sendo

filtrada em tela de serigrafia (ntimero de fios 90 € 110) e precipitada com etanol comercial (3x

volume), de modo a separar o polissacaridec dos mono e oligopolissacarideos, que permaneceram

em solugdo. O precipitado assim obtido foi deixado em repouso “overnight” a 4°C e novamente

filtrado ¢ lavado com etanol concentrado. O precipitado assim obtido foi submetido a secagem em

estufa a 35°C. O dlcool utilizado foi recuperado e reaproveitado para nova precipitacio da goma.

O processo de purificacio estd esquematizado na FIGURA 09. As ilustragdes da goma bruta e do

polissacarideo isclado apds extragio com etanol podem ser observados nas FIGURAS 10 e 11,

respectivarente.
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GOMA BRUTA
TRITURACAO
l - Solucéo aquosa a 20% sob
DISSOLUCAO agitacdio em temp.
l _ambiente
FILTRACAO tela de serigrafia
reciclo de etanol i = .
»| PRECIPITACAO [ Etanol (3x vol,)
FILTRACAO [tela de serigrafia

v

! !
SOBRENADANTE PRECIPITADO
l secagem em estufa
ETANOL a3sC
RECUPERADO

v

] POLISSACARIDEO
ISOLADO

FIGURA 09 - Fluxograma de isolamento do polissacarideo do cajueiro (Policaju)
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FIGURA 10- Goma bruta do cajueiro

FIGURA 11-Polissacarideo do cajueiro (Policaju) purificado
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4.2.2. PREPARACAOQ DOS SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

Foram preparados sistemas bifasicos aquosos Policaju-PEG’s de varios pesos moleculares
de diferentes concentragdes em tubos de centrifuga graduados (15 ml), por pesagem das
quantidades apropriadas de solu¢des concentradas de PEG ¢ Policaju em tampéo fosfato de forma
a obter os pH’s desejados (6,0, 7.0 e 8,0), obedecendo a relagio entre fosfato monobiésico e
dibasico, a temperatura ambiente (25°C + 2 °C). O conteiido destes tubos foi agitado em agitador
de toque (vortex) até completa dissolugio e, em seguida, centrifugado a 500 rpm durante 5
minutos. Os sistemas contendo NaCl foram preparados pela adicdo do sal diretamente aos
sistemas para concentragdes de 0,1 ¢ 1M. Para os experimentos realizados a temperatura de 40°C
+ 2 °C, os sistemas foram agitados e colocados em banho termostatizado durante 24 horas.

As solugdes concentradas utilizadas na preparagio dos sistemas bifasicos aquosos estéio
apresentadas na TABELA 07.

TABELA 07- Titulo das diversas solugGes concentradas empregadas ao longo do trabalho

REAGENTE TITULO
Policaju 30% (p/p)
PEG 550 70% (p/p)
PEG 1500 70% (p/p)
PEG 4000 50% (p/p)
PEG 8000 50% (p/p)
Solucdes tampio 15 mM
Solugéo de proteina 2,0 mg/mL
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4.2.3. DETERMINACAO DOS DIAGRAMAS DE FASES

Para os sistemas bifésicos foram construidos os respectivos diagramas de fases. Por estes
foi possivel ter acesso a concentragfo minima de polimeros necessérios a formagio deum SBA e a
composicio das fases em equilibrio.

A determinagéo dos diagramas de fases foi realizada segundo a metodologia proposta por
ALBERTSSON (1986). Varios sistemas bifasicos com diferentes composicdes (8,0 g) foram
preparados de acordo com o item 4.2.2 para os diferentes pesos moleculares de PEG, nos pH’s
6,0, 7,0 € 8,0 nas temperaturas de 25°C * 2 °C e 40°C + 2 °C. As composi¢des das fases foram
determinadas, ¢ uma curva foi tragada através dos pontos representativos destas composiges.
Desta forma, uma série de composicdes da curva de equilibrio de fases (binodal) foi obtida ¢ a
concentragfio do polietileno glicol plotada versus a concentragdo do polissacarideo, fornecendo a
curva binodal do sistema. Como convencfio, a concentragdo do composto que se distribui
favoravelmente na fase inferior, € plotado na abscissa e a concentracdo do polimero que se
distribui preferencialmente na fase superior € plotado na ordenada. A determinagfo das linhas de
amarracdo ("tie-lines™) foi realizada pela quantificacio dos dois polimeros, o polissacarideo e o
PEG, em cada uma das fases do SBA (itens 4.2.3.1 e 4.2.3.2). Uma amostra de cada fase foi
retirada sendo feita sua divisdo em duas aliquotas. A primeira aliquota determinou a quantidade de

polissacarideo ¢ a segunda aliquota, a quantidade de PEG.

Com a finalidade de se testar metodologias alternativas para a determinagio dos diagramas
de fases, estudou-se 0 método proposto por POLYAKOV e colaboradores, (1980). Este método
baseia-se na construcdo grafica a partir da relag8io entre os volumes das fases (volume da fase
superior / volume total) e os valores de fragdes de peso aparente (raziio entre as concentragSes em
massa final e inicial de um dos polimeros em solucdo, considerando a solugfo inicial deste
polimero a solucdio antes da mistura ¢ a solugfio final a resultante do sistema bifasico). A partir de
extrapolactes graficas dos dados obtidos ¢ possivel a obtengdio da curva de equilibrio de fases,

bermn como das linhas de amarragdo ("tie-lines").

79



SARUBBO, L.A. Materiais e Métodos

O método proposto estabelece a seguinte relacdo:
" : relagio entre os volumes das fases

" = Vsup/ Vtotal, sendo Vtotal = Vsup + Vinf

Quando Vsup>>Vinf, r+ = Vsup/Vsup = 1; quando Vin>>Vsup, r+ = Vsup/Vinf = 0 e
quando Vinf = Vsup, r+ = Vsup/ 2Vsup = 0,5 (ponto do didmetro retilineo-ponto critico). Com
base nestes principios, o método da relagiio entre os volumes das fases pode ser facilmente
utilizado na determinagfio dos diagramas de fases.

A composi¢io das misturas dos dois polimeros estudados foram expressas através de
valores de fragbes de peso aparente y= C,"/Ca e y-1= Cp%/Cs onde Co° ¢ Cg° foram as
concentracOes iniciais das solugBes dos polimeros A (Policaju) e B (PEG 8000) ¢ Ca € Cp as
concentragdes de A e B na mistura (pH 7,0). De acordo com o método, a localizacio geométrica
dos pontos correspondentes a misturas com diferentes y corresponde a secante CA°Cs° no
diagrama de fases. Se a linha reta C,’Cs’ intercepta o intervalo de imiscibilidade, a mistura dara
lugar a um sistema bifisico. Em cada caso, os volumes das fases conjugadas sfio medidos e o valor
de r+ € determinado. A relagfio r+ = f{y) € entfio plotada. A extrapolacfio de r+ = f(v) para r+=0 ¢
r+=1 ¢ usada para determinar a posigio dos pontos da binodal na secante C,°Cs’. O valor de r+=
0,5 facilita a determinacdo do ponto do didmetro retilineo na reta secante. Algurnas curvas tipicas
estdo apresentadas na FIGURA 12b. A curva I corresponde ao caso em que os pontos de
interse¢do da secante CA°Cs® com a binodal nfio atravessam o didmetro retilineo. A curva II
corresponde a intersecdo da secante com a binodal no ponto critico, enquanto que a curva 11 os
pontos de interseglio da secante Ca’Cs’ com a binodal atravessam o didmetro retilineo. Se o
procedimento acima for repetido para outros valores de Cs° e Cg’ varios grupos de pontos da
binodal e do didmetro retilineo podem ser obtidos. O ponto critico do sistema pode ser
determinado pela intersegéio da binodal com o dimetro retilineo. Uma vez que qualquer ponto do
didmetro retilineo divide as "tie-lines" em dois segmentos iguais, estas também podem ser

encontradas.
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0.0

0 Y e 1.0

FIGURA 12- Diagrama de fases (I, II, III - secantes com diferentes valores de Ca" e Cg’ , IV-
binodal, V- didmetro retilineo) (a). Curvas representativas dos pontos experimentais de diferentes

misturas de C»° € Cg’ (1- pontos da binodal, 2- ponto do didmetro retilineo, 3- ponto critico) (b)

4.2.3.1. Anilise do polissacarideo do cajueiro

4.2.3.1.1. Hidrolise do polissacarideo

Para a dosagem dos monossacarideos presentes no polissacarideo foi realizada sua
hidrolise 4cida. Foram utilizados tubos de ensaio rosqueados onde adicionou-se, separadamente,
0,5 g da fase inferior € 1,0 g da fase superior. O contetido dos tubos foi entdio completado com
dgua destilada até massa total de 5,0 g a fim de se obter uma diluigio adequada para
quantificagdo. Em seguida, adicionou-se 1 mL de 4cido sulfiirico concentrado. Esta solucfo foi
agitada a colocada em banho a 100 °C durante 60 minutos. Apds a hidrolise, as amostras foram
resfriadas a temperatura ambiente e neutralizadas a pH 6,0-7,0 pela adicfio de 5 mL. de NaOH
6,0M e pequenas quantidades de NaOH 1M. Apéds a neutralizagfo, o volume do hidrolisado foi

completado para 25 ml em proveta graduada e a concentracio de aglicares redutores do Policaju
determinada pelo método de MILLER (1959).
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4.2.3.1.2. Dosagem de aclicares redutores pelo método de MILLER (DNSA)

O método de DNSA, usado para dosagem de agticares com poder redutor € baseado na
redugiio, em soluglio alcalina, do 4cido 3,5-dinitrosalissilico (DNSA) a &cido 3-amino-5
nitrossalicilico, sendo os grupos carbonila dos agticares oxidados a carboxila. A presenca de sal de
La Rochele (tartarato duplo de sodio e de potassio) na solugfio visa proteger o reagente da agfio
do oxigénio dissolvido (MILLER, 1959).

A determinacfio da concentragcfio de agucares redutores em solugfo foi efetuada pela
adicdo de 1 mL de amostra a 1 ml de reagente DNSA. Esta solu¢do foi merguthada, por 5
minutos, num banho de dgua em ebulicio. A soluggo foi resfriada a temperatura ambiente e aferida
para 25 mL em proveta graduada A absorvancia da solugfo foi lida a 540 nm e o teor em agiicares
redutores totais determinado a partir de uma curva de calibragdo construida a partir de solugbes
padriio de glicose, de 0,2-2,0 mg/mL.

4.2.3.1.3. Preparaciio do reagente DNSA

O reagente DNSA ¢é preparado por dissolugfio de 5 g de acido 3,5-dinitrossalicilico em 100
ml, de uma solucdio de NaOH 2M a 70°C em banho-maria. Em paralelo, 150 g de sal de La
Rochele (tartarato duplo de sodio e de potassio) sdo dissolvidos em 250 mL de dgua destilada &
70°C em banho-maria. Apés dissolugdo completa, estas duas solucdes sdo misturadas e o volume
final ajustado a 500 mL com &gua destilada. Esta solugfio é conservada em frasco escuro.

Para cada solucdo de reagente DNSA ¢ construida uma curva de calibragdo com solu¢es
padréio de glicose.

4.2.3.2. Analise do Polietileno Glicol

A concentragio de PEG dos sistemas foi determinada de acordo com o método de
SKOOG, (1979). Pesou-se 0,2 g da fase inferior ¢ 1,0 g da fase superior, separadamente, ¢
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completou-se para 50 mL com dgua destilada em balfio volumétrico. 1 mL de cada amostra assim
diluida, foi adicionado a 4 mL de acido perclérico 0,5M. Em seguida, 2 mL destas solugbes foram
adicionados a 0,5 mL de uma solugo de cloreto de bario a 5%, 0,5 mL de uma solugiio de iodo
0,01M e 0,5 mL de 4cido perclorico 0,5 M. A absorvancia foi lida apés 15 min a 535 nm. A curva

de calibragio foi obtida pela preparacio de solugdes de cada PEG, 1500, 4000 e 8000, com
concentracdo de 0,02-0,08 mg/mL.

4.2.4. CARACTERIZACAQ DOS SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

4.2.4.1. Determinacio das "tie-lines" de trabalho

Sistemas obtidos experimentalmente pela mistura de diferentes concentracdes de
Polietileno glicol e Policaju foram submetidos a andlise de PEG e do polissacarideo em ambas as
fases (itens 4.2.3.1 € 4.2.3.2), a fim de se determinar as "tie-lines" de trabalho, para todos os pH’s,
conforme descrito na TABELA 08.

TABELA 08- Composicfio das "tie-lines" de trabalho dos sistemas de duas fases aquosas PEG-

Policaju utilizados ao longo dos experimentos

Policaju (%p/p) / PEG (%P/P)

SISTEMAS Tie-line 1 Tie-line 2 Tie-line 3
PEG 1500-Policaju 21/13 22,5/13,8 -
PEG 4000- Policaju 18/9 20/11 22/13
PEG 8000- Policaju 16/9 18/11 20/13

4.2.4.2. Determinacio das propriedades reoldgicas dos sistemas bifasicos aquosos

Para a determinagio da viscosidade das fases dos SBA em estudo foi utilizado um
viscosimetro rotativo BROKFIELD DV-II, acoplado a um banho termostatizado. As medigdes
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foram efetuadas a velocidade de 60 rpm com spindle de nimeros 40 e 52 para amostras das fases

superior ¢ inferior, respectivamente. A capacidade de leitura do viscosimetro permite leituras até
valores de 985 cP.

As densidades das fases superiores foram determinadas pesando-se em balanga analitica 1
mL da fase superior dos sistemas com micropipeta, em quadruplicata. As densidades das fases
inferiores foram determinadas por balan¢o de massa. A determinacfo das densidades dos sistemas

a temperatura de 40°C £ 2 °C foi realizada da mesma forma, com o auxilioc de um banho
termostatizado.

4.2.4.3. Tempo de separagio das fases

O tempo requerido para a separacio das fases foi determinado para sistemas de 10 g. Apos
agitagdo para mistura das fases, os sistemas foram deixados em repouso sob agfio da gravidade até
a formagéio de uma interface visivel. Para os sistemas a temperatura de 40°C £ 2 °C, o tempo de
separagdo das fases foi determinado da mesma forma, com o auxilio de um banho termostatizado.

4.2.4.4. Razio de fases

Os volumes das fases dos sistemas (10 g) em estudo, preparados em tubos de centrifuga
graduados, foram usados para se determinar a razdo de fases, Vs (volume da fase superior) / Vi
(volume da fase inferior). Para os sistemas a temperatura de 40°C £ 2 °C, a raziio de fases foi

determinada da mesma forma, com o auxilio de um banho termostatizado.

4.2.5. ESTUDOS DE PARTICAO EM BATELADA

Apds a determinag@io dos diagramas de fases para o novo sistema e do estudo das suas

propriedades fisicas, estudou-se a partigdo de uma proteina modelo, alburmina de soro bovino.
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4.2.5.1. Dosagem de proteina total

Foram preparados sistemas de duas fases aquosas PEG-Policaju com massa total de 4 g
por pesagem das quantidades apropriadas de solugdes concentradas de PEG e Policaju, como
descrito no item 4.2.2. Em seguida, foram adicionados 400 i de uma solugic de albumina de soro
bovino (2 mg/ml) aos sistemas. O contetido destes tubos foi agitado e entdo centrifugado a 500
rpm durante 5 minutos. Para a temperatura de 40°C + 2 °C, os sistemas foram preparados e ap6s
permanecerem por 24 horas em banho termostatizado, adicionou-se a solugdo de proteina, agitou-
se e colocou-se novamente no banho-maria por mais 2 horas.

A concentra¢do de proteina foi determinada segundo BRADFORD (1976). O principio do
método € baseado no fato do corante Coomassie Blue G-250 coexistir em duas formas de
diferente cor: vermetho e azul. A sua forma de cor vermelha ¢ rapidamente convertida na outra
forma por ligagiio da parte croméfora do corante a proteinas. A reacfio de ligacdo do corante &
proteina é um processo bastante rapido e a cor obtida € estavel durante 1 hora.

Para a determinagfio da proteina, adicionou-se 400 pl da fase superior a 2 ml de reagente
de BRADFORD ¢ a absorbancia foi lida a 595 nm antes de 15 minutos, empregando-se como
branco uma amostra retirada de um SBA sem proteina e preparada da mesma forma. Dada a maior
viscosidade da fase inferior (Policaju) dos sistemas bifasicos em estudo, a concentragio de
proteina nesta fase foi determinada por balango material. A curva de calibracio foi obtida a partir

de solugdes estoques de albumina de soro bovino de concentragdo de 10-100 mg/l.

4.2.5.1.1. Preparacio do reagente de BRADFORD

O reagente de Bradford foi preparado solubilizando 100 mg de azul brilhante de
Coomassie G em 50 mL de etanol (95% v/v), adicionando-se 100 ml. de 4cido ortofosforico
(85%) e completando o volume para I L com é4gua destilada. A mistura foi deixada sob agitaggio

durante 1 hora e em seguida filtrada duas vezes antes de sua utilizacio na auséncia de huz.
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4,2.5.2. Determinacio do coeficiente de particiio

Apo6s a determinacfo da concentrac@io de proteina nas fases, determinou-se o coeficiente
de parti¢iio da proteina (K) definido como a razfio entre a concentragdo de proteina na fase

superior e inferior.

K=Cs (concentracéo de proteinas na fase superior)/Ci (concentragdo de proteinas na fase inferior)

Estes experimentos foram realizados para vérios comprimentos de "tie-lines", com
diferentes massas moleculares de PEG (1500, 4000 e 8000), a diferentes pH's (6,0, 7,0 ¢ 8,0) ¢
adigdo de NaCl (0,1M e 1M), nas temperaturas de 25°C + 2 °C ¢ 40°C £ 2 °C.

4.2.6. EXTRACAO CONTINUA UTILIZANDO COLUNA DE DISCOS PERFURADOS
ROTATIVOS (PRDC)

4.2.6.1. Preparacio dos sistemas de trabalho

Para os ensaios em continuo, a partir das observacdes realizadas para os experimentos em
batelada, foram selecionadas duas "tie-lines" (18%PEG4000-9%Policaju e 20%PEG4000-
11%Poticaju, pH 6,0) de modo que foram preparados sistemas de 600g e 700g, respectivamente,
de acordo com a razio de fases, da mesma forma que para o processo em batelada, ou seja, a
partir de solugdes estoque de PEG e Policaju (jtem 4.2.2). Os sistemas assim preparados foram
agitados por cerca de 1 hora e deixados em repouso “overnight”. Posteriormente, as fases inferior
e superior foram separadas para utilizaco na coluna.

Para os experimentos com transferéncia de massa, a proteina foi diretamente dissolvida na
fase dispersa (PEG) de modo a obter uma solugio com concentragio final de 2 mg/ml. A solugio
foi entdo agitada por cerca de 1 hora até a completa solubilizagdo da proteina.
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4.2.6.2. Caracterizacio hidrodinidmica do equipamento

4.2.6.2.1. Condicdes operacionais

Para a operagdo da coluna, com a finalidade da obten¢fio de dados para a caracterizagfo
hidrodindmica do extrator, seguiu-se 0 procedimento abaixo:
1- Alimentou-se a coluna inicialmente com 80 mlL da fase continua (fase rica em Policaju) , com a
drenagem da fase continua e alimentacéio da fase dispersa fechadas até enché-la;
2- Adicionou-se o mecanismo de rotagdo dos discos e, depois de ajustada a vazio de entrada com
a de saida da fase continua, procedeu-se entfio a alimentacfo da fase dispersa (fase rica em PEG)
nas vazdes desejadas. Para este procedimento foram utilizadas 4 bombas peristaltica de 1 canal, a
fim de se garantir a velocidade de fluxo requerida para cada fase.

Neste trabalho foram analisadas algumas varidveis operacionais e geomeétricas sobre a

fracio retida na fase dispersa (hold up), transferéncia de massa e indice de recuperagio na coluna
de discos perfurados rotativos (TABELA 09).

TABELA 09- Variaveis estudadas na extragio continua

Variaveis operacionais/geométricas Valores
Velocidade de rotagiio dos discos (rpm) 60; 140; 220
Velocidade da fase dispersa (ml/min) 2,0;3,0;5,0
Numero de discos 03; 04; 07

4.2.6.2.2. Determinacfio da fracdio retida da fase dispersa (Hold up)

Nos ensaios de extragdo em continuo, apds se atingir o estado estaciondrio, em condicdes
de agitacio e velocidade de fase dispersa pré-determinadas, foi determinado o "hold up" (H) da
fase rica em PEG pelo método do estancamento. Neste procedimento sdo interrompidas

simultaneamente a agitacdo e todas as correntes de entrada e saida da coluna. A coluna foi
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descarregada, as fases levadas 4 decantag8o e os volumes das fases lidos em proveta graduada.

Esta técnica leva a medida de *hold up” médio ¢ calculado de acordo com a seguinte expressdo:

H= volume da fase dispersa /volume total do sisterna

4.2.6.3. Experimentos de transferéncia de massa
4.2.6.3.1. Determinaciio do coeficiente de transferéncia de massa (Kda)

Para a determinag@io do coeficiente de transferéncia de massa da proteina, a proteina foi
inicialmente dissolvida na fase PEG e esta foi alimentada através da fase continua, de modo a se
obter a transferéncia da proteina para a fase extrato. Amostras das fases continua e dispersa foram
recolhidas nas correntes de saida em intervalos de tempo de 10, 20, 30, 40, 50 e 55 minutos de
operagio, em condigcdes pré-estabelecidas de velocidade de rotagfo, velocidades das fases dispersa
e continua ¢ numero de discos, seguidas pelas determinagdes das quantidades de proteina de
acordo com o método de BRADFORD (1976).

O coeficiente de transferéncia de massa foi determinado em termos da concentracdo de

proteina nas fases dispersa e continua de acordo com a seguinte expressdo:
Kda= Q/V. In (Cent - KCfe/Csai - KCft)

onde Kda, Q, V, Cent, Csai ¢ K representam respectivamente, o coeficiente de transferéncia de
massa, a velocidade de fluxo da fase dispersa, o volume da fase continua, a concentracio de
proteina na corrente de entrada de fase dispersa, a concentragdo de proteina na corrente de saida
de fase dispersa, coeficiente de particdio. Toma-se para valor de Cfc, o valor médio entre a
concentracdo final da fase continua e o valor inicial da mesma fase, isto €, toma-se para o valor de
Cfc metade do valor de concentracdo de soluto determinado para a fase continua, pois o valor
inicial na fase continua sera zero (SAWANT et al., 1990).
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4.2.6.3.2. Calculo do indice de recuperaciio do soluto

A eficiéncia de extracio para diferentes condi¢cdes operacionais pré-estabelecidas foi obtida
através da expressfio proposta por KAWASE (1990), a qual se baseia nas concentragdes da fase
onde se encontra o soluto:

Ex=0Ce-C x 100
Cs
Onde: C; ¢ a fragdo massica de soluto na alimentacgfo e

C. ¢ a fragdo massica de soluto no rafinado

O fluxograma representativo de todo processo experimental estd demonstrado na FIGURA
13.
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FIGURA13- Fluxograma representativo do processo experimental
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQO

A recuperagdo e purificago de produtos biologicos € uma das areas da biotecnologia que
tem despertado maior interesse. Entre as técnicas empregadas para a recuperagdo de produtos
biolégicos, a extragdo com sistemas bifasicos aquosos ¢ uma das mais atrativas, dadas as
condigbes suaves que oferece a moléculas e particulas biologicas (ALBERTSSON et al., 1990;
CHRISTIAN et al., 1598).

Neste sentido, procurou-se estudar a aplicagio de um polimero regional de baixo custo a
técnicas de separagéo bifasica aquosa, possibilitando a redugfio dos custos no desenvolvimento de
sistemas bifasicos aquosos como técnica alternativa aos processos tradicionais de recuperagio.
Pretendeu-se mostrar que os dados compilados ao longo das filtimas trés décadas para sistemas
bifasicos aquosos formados por polimeros como a Dextrana podem ser transpostos para sistemas

formados por polimeros alternativos.

5.1. DETERMINACAO DOS DIAGRAMAS DE FASES

Para a caracterizagdo dos sistemas bifésicos formados por combinagdo do polissacarideo
em estudo com PEG, convém determinar o diagrama de fases. O seu interesse reside no fato de
ser possivel, pela sua consulta, ter-se acesso a concentracdo de polimeros necesséria 4 formagio
das fases, 4 composigfio das fases em equilibrio e efetuar wma previsfio qualitativa da partigio de
moléculas e particulas bioldgicas.

Inicialmente, procedeu-se com o isolamento do Policaju. O processo de purificacdio
permitiu um rendimento de 85-90% em polissacarideo. Em seguida foram testadas duas
metodologias para a determinaciio dos diagramas de fases do sistema bifasico aquoso PEG-
Policaju. Os resultados obtidos utilizando a metodologia proposta por POLYAKOV e
colaboradores (1980} para o sistema PEG 8000-Policaju estfo apresentados na FIGURA 14.

A andlise comparativa dos resultados experimentais apresentados graficamente com o
modelo grafico proposto (ver item 4.2.3 - FIGURA 12) demonstrou um comportamento diferente

do modelo proposto, uma vez que nfo foi possivel extrapolar para os valoresdey=0ey = L.
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FIGURA 14- Relagio entre os volumes das fases (r+) versus fragdo do peso aparente (y) para o
sistema PEG 8000-Policaju

Estes resultados podem ser explicados pela viscosidade da fase rica em goma na maioria
dos pontos testados, o que pode acarretar grandes erros na aplicacfio desta metodologia devido a
heterogeneidade da fase gel, de acordo com POLYAKOV e colaboradores (1980). Por outro lado,
a metodologia proposta por ALBERTSSON (1986) foi bastante favoravel para a determinacio
dos diagramas de fases dos sistemas em estudo.

Ap6s a seleco da metodologia para a determinacfio das curvas binodais, prosseguiu-se
com a determinacio da uniformidade das amostras de polissacarideo obtidas em diferentes
localidades no estado de Pemambuco, uma vez que, como qualquer produto natural, possui
variagOes entre diferentes lotes do mesmo produto. De fato, lotes isolados da goma demonstraram
caracteristicas particulares em relagéio a viscosidade, coloragio e solubilidade, destacando-se a
importdncia em s¢ utilizar uma amostra padronizada da matéria prima. Desta forma,
determinaram-se inicialmente os diagramas de fases PEG 8000-Policaju ¢ PEG 4000-Policaju no
pH 7,0 para duas amostras diferentes de Policaju. Estes resultados podem ser observados nas
FIGURAS 15 e 16 onde se demonstram as caracteristicas da binodal de uma amostragem tinica de

goma (primeiro lote} e um lote contendo gomas de diferentes localidades do estado de

92



SARUBBO, L.A. Resultados e Discussiio

Pernambuco (segundo lote). As curvas binodais demonstraram um perfil semelhante apresentando
apenas um leve deslocamento entre ambas. Este comportamento demonstra a possibilidade de
utilizagdo de ambas as amostras, de modo que o segundo lote, mais expressivo por reunir
caracteristicas mais homogéneas de uma amostragem maior, foi selecionado para a realizacdo dos
experimentos. Observou-se ainda a necessidade em se utilizar altas concentragdes de polimeros
para a construgio do diagrama de fases deste sistema, nfio sendo possivel a determinagfo da
binodal com o PEG 550, um vez que as fases eram altamente viscosas, inviabilizando o uso deste
sistema para estudos de particBo. De fato, observou-se a partir da revisdio bibliografica a
necessidade em se utilizar PEG’s de peso molecular elevado, normalmente acima de 1000 Da, para
a formag#o de duas fases aquosas quando se estudam sistemas polimero-polimero (KULA et al.,
1982), o mesmo ndo acontecendo em sistemas PEG-Sais, j4 que para estes casos também se

utilizam PEG’s de baixo peso molecular (ALBERTSSON, 1986; ZASLAVSKY, 1995).

Para efeitos de comparagiio, os diagramas de fases estabelecidos para os PEG’s de peso
molecular 4000 e 8000, para o lote selecionado, foram plotados juntamente com sistemas
semelhantes extensivamente descritos na literatura, como o sistema PEG-Dextrana 500 e PEG-
Dextrana T500 (FIGURAS 17 e 18). As curvas, que representam o limite entre um sistema
unifisico e bifasico possuem perfis semelhantes em ambos os casos, havendo porém um
deslocamento no sentido de maior concentragio dos polimeros para o sistema PEG-Policaju. Este
deslocamento est4 relacionado ao menor peso molecular do Policaju em relagSio a Dextrana. De
fato, o peso molecular do Policaju estd em torno de 110.000 Da, enquanto que o peso molecular
da Dextrana 500 e da Dextrana T300, € de 215.000 Da e 507.000 Da, respectivamente
(ZASLAVSKY, 1995). Ambos os polissacarideos, Policaju e Dextrana se concentraram
predominantemente na fase inferior, enquanto o PEG se concentrou predominantemente na fase

Superior.
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FIGURA 15- Diagrama de fases do sistema PEG 4000-Policaju para dois lotes de goma (1° lote e
2° Jote) a 25°C £ 2°C, pH 7.0
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FIGURA 16- Diagrama de fases do sistema PEG 8000-Policaju para dois lotes de goma (1° lote e
2° lote) a 25°C +2°C, pH 7,0
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FIGURA 17- Diagramas de fases dos sistemas PEG 4000-Policaju ¢ PEG 4000-Dextrana500
(ZASLAVSKY, 1995)225°C £ 2°C
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FIGURA 18- Diagramas de fases dos sistemas PEG 8000-Policaju € PEG 8000-DextranaT500
(ZASLAVSKY, 1995) a 25°C £2°C
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5.1.1. Influéncia do peso molecular do polietileno glicol no diagrama de fases

Anglisando-se os diagramas de fases para os sistemas estudados nos diferentes pH's (6,0,
7,0 e 8,0) observou-se um deslocamento das binodais no sentido de menores concentragdes de
polimeros com o aumento do peso molecular do PEG, ou seja, quanto maior o peso molecular do
Polietileno glicol, menor a concentraciio necessaria de polimeros para a formagfio de um sistema
bifasico aquoso (FIGURAS 19, 20 e 21). Com o aumento do peso molecular do PEG hd um
aumento na hidrofobicidade do polimero, o qual se torna mais incompativel com o polissacarideo
do cajueiro (Policaju), levando a separacfio de fases a menores concentrages de polimeros. Os
resultados obtidos concordam com as trabalhos realizados por ALBERTSSON (1986). O mesmo
comportamento foi observado por VENANCIO e colaboradores (1995) ac se estudar o sistema
PEG-Goma de Guar para PEG 4000 e 8000 ¢ CHRISTIAN e colaboradores (1998) para o sistema
PEG-Arabinogalactana com PEG’s 4500 e 20000. SZLAG & GIULIANO (1988) também
observaram que a concentracdo de Maltodextrina requerida para a formacfo de um sistema

bifasico com PEG 8000 aumenta com a diminui¢So do peso molecular do polissacarideo.

30

e PEGE 1506
25 * — PEG 4000
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% PEG (p/p)

% Policaju (p/p)

FIGURA 19- Diagramas de fases dos sistemas PEG 8000-Policaju, PEG 4000-Policaju e PEG
1500-Policaju a 25°C + 2°C, pH 6,0
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FIGURA 20- Diagramas de fases dos sistemas PEG 8000-Policaju, PEG 4000-Policaju ¢ PEG

1500-Policaju a 25°C £ 2°C, pH 7,0
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FIGURA 21- Diagramas de fases dos sistemas PEG 8000-Policaju, PEG 4000-Policaju ¢ PEG

1500- Policaju a 25°C £ 2°C, pH 8.0
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5.1.2. Influéncia do pH no diagrama de fases

Analisando-se o comportamento das binodais de cada sistema frente aos diferentes pH’s,
nio houve um deslocamento das binodais (FIGURAS 22, 23 e 24). Ainda, ndo foram encontrados
na literatura dados a cerca da influéncia deste pardmetro sobre a binodal em sistemas polimero-
polimero.

Por outro lado, para sistemas PEG-Sal observa-se que a variagdo do pH provoca o
deslocamento da binodal no sentido da maior concentraco dos constituintes das fases com a
diminuicdo do pH (FRANCO, 1992; HUDDLESTON et al., 1991). Para os sistemas bifésicos
PEG-Sais de fosfato estudados por VIDEIRA & AIRES-BARROS (1994), a reducio do pH de
8,0 para 7,0 aumentou a concentragiio de polimero e sais requeridos para a formacgéio de fases.
Este efeito pode ser explicado pelo aumento da proporgéo de HoPO4 7/HPO,* com a diminuigiio
do pH. De fato, como o anion monovalente ¢ menos efetivo no “salting-out™ do PEG, uma maior
céncentragﬁo de sal e/ou polimero torna-se necessdria para obter um sistema bifasico. Estes
resultados sfio corroborados por SARMENTO e colaboradores (1994) e SEBASTIAO e
colaboradores (1994) para sistemas PEG-Sais de fosfato.
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FIGURA 22- Diagrama de fases do sistema PEG 1500-Policaju nos pH’s 6,0, 7,0 e 8,0 a 25°C +
2°C
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FIGURA 23- Diagrama de fases do sistema PEG 4000-Policaju nos pH’s 6,0, 7,0 € 8,0 a 25°C %
2°C
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FIGURA 24- Diagrama de fases do sistema PEG 8000-Policaju nos pH’s 6,0 7,0 e 8,0 a 25°C %
2°C
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5.1.3. Influéncia da temperatura no diagrama de fases

O efeito da temperatura é muito diferente de sistema para sistema, dependendo do tipo de
polimero usado. Para o sistema PEG-Policaju observou-se um comportamento semelhante para os
trés PEG’s estudados (1500, 4000, 8000) ao se aumentar a temperatura de 25°C + 2°C para 40°C
+ 2°C, ou seja, a binodal dos sistemas permaneceu praticamente inalterada com a variagdo da
temperatura (FIGURAS 25, 26 e 27). Este comportamento também pode ser observado pela
semelhanca entre a composiciio das "tie-lines” estudadas nas duas temperaturas (TABELAS 13,
14 ¢ 15 com 19, 20 e 21). DIAMOND & HSU (1992) também observaram que o sistema
Metilcelulose-Dextrana nfo € praticamente afetado pela ternperatura. Por outro lado, outros
sistemnas polimero-polimero sio bastante afetados por alteragdes na temperatura. VENANCIO e
colaboradores (1993) estudando o sistema bifdsico PEG-Hidroxipropilamido, observaram a
necessidade de maiores concentragdes dos polimeros para a formag8o das fases ao se aumentar a
temperatura de 19°C para 50°C. Este comportamento também foi observado por FORCINITI e
colaboradores (1991) para sistemas PEG-Dextrana ao se aumentar a temperatura de 4°C para
25°C e para 40°C. ZASLAVSKY e colaboradores (1989) também observaram este
comportamento para os sistemas Polivinilpirrolidina-Dextrana e Polivinil 4lcool-Dextrana. Por
outro lado, os sistemas PEG-Sais se comportam de modo oposto. PATHAK e colaboradores
(1991) observaram um deslocamento da binodal para a origem com o aumento da temperatura de
20°C para 30°C ¢ para 40°C para sistemas PEG-Sais de sulfato.

A variacio de temperatura estudada foi considerada adequada, pois a temperatura
ambiente (25°C % 2°C) € adequada para a extracfio de proteinas, inclusive industrialmente, sendo a
variagio de 13°C bastante razoavel para analisar a estabilidade do sistema ¢ a faixa de temperatura
de trabalho de uma unidade industrial pode operar.

O estudo do deslocamento da binodal para baixas temperaturas ndo foi considerado um
pardmetro relevante, uma vez que o polissacarideo torna-se mais viscoso a baixas temperaturas,
dificultando a utilizacsio do sistema. Por outro lado, varios autores tém sugerido a modificacdo
quimica de polimeros a fim de torna-los mais adequados para a aplicagio em SBA. TIJERNELD e
colaboradores (1986), pela modificacdo quimica da molécula de amido através da introdugdo de
grupos hidroxipropil, obtiveram um polimero mais estdvel a baixas temperaturas. Segundo os
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autores, mesmo com

comercialmente viavel.

0

custo adicional da modificacdio, a aplicagio da técnica seria
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FIGURA 25- Diagrama de fases do sistema PEG 1500-Policaju nas temperaturas 25°C £ 2°C e

40°C +2°C,pH 7,0
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FIGURA 26- Diagrama de fases do sistema PEG 4000-Policaju nas temperaturas 25°C £ 2°C ¢

40°C£2°C,pH 7.0
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FIGURA 27- Diagrama de fases do sistema PEG 8000-Policaju nas temperaturas 25°C + 2°C e
40°C+2°C,pH 7.0
5.2. CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS
5.2.1. Composic¢io dos sistenas bifisicos aquosos (''tie-lines")
A composicdo dos sistemas estudados ao longo deste trabatho para diferentes pH’s e
temperaturas estdo apresentadas nas TABELAS a seguir. Pode-se observar que ndo ha uma

variacdo significativa entre as composi¢Bes das "tie-lines” para cada peso molecular do PEG ao se
variar o pH do sistema (6,0, 7,0 e 8,0) e a temperatura (25°C + 2°C e 40°C £ 2°C).
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TABELA 10- Composi¢io das fases do sistema PEG 1500-Policaju a 25°C £ 2°C, pH 6,0

PEG Composicio Total Composigio Cormnposigéo
1500 do Sistema (% p/p)  da Fase Superior (% p/p)  da Fase Inferior (% p/p)

Tie-line Goma PEG H;0 Goma PEG H;O Goma PEG H.0O

21 13 66 622 1845 7533 3697 715 55,88
2 225 138 63,7 331 1982 76,87 4042 797 51,61

TABELA 11- Composigdo das fases do sistema PEG 4000-Policaju a 25°C + 2°C, pH 6,0

PEG Composicédo Total Composicéo Composicéo
4000 do Sistema (% p/p)  da Fase Superior (%p/p)  da Fase Inferior (%p/p)
Tie-ine Goma PEG H;0 Goma PEG H,0 Goma PEG H:O

1 18 9 73 5,52 13,54 80,94 36,35 2,37 61,28
2 20 11 69 1,66 1923 79,11 4322 0,63 56,15
3 22 13 65 0,59 20,24 79,17 4784 1.68 50,48

TABELA 12- Composigéo das fases do sistema PEG 8000-Policaju a 25°C £ 2°C, pH 6,0

PEG Composicéo Total Composicio Composicdo
8000 do Sisterna (% p/p)  da Fase Superior(%p/p)  da Fase Inferior (% p/p)
Tie-line Goma PEG H0 Goma PEG H,0 Goma PEG H;0
1 16 9 75 3,64 1333 83,03 39,15 0,86 59,99
2 18 11 71 1,33 19,39 7928 4388 0,85 5527

20 13 67 035 2156 78,09 4737 09% 51,64
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TABELA 13- Composicfio das fases do sistema PEG 1500-Policaju a 25°C £ 2°C, pH 7,0

PEG Composigéo Total Composigio Composi¢io
1500 do Sistema (% p/p)  da Fase Superior (% p/p)  da Fase Inferior (% p/p)
Tie-ine Goma PEG H;0 Goma PEG H,O Goma PEG H,O
1 21 13 66 873 1691 7436 3920 7,00 53,80
2 22,5 13,8 63,7 575 1989 7436 4515 573 49,12

TABELA 14- Composicio das fases do sistema PEG 4000-Policaju a 25°C £ 2°C, pH 7.0

PEG Composi¢io Total Composigio Composicéo
4000  do Sistema (% p/p) da Fase Superior (%p/p)  da Fase Inferior (%op/p)
Tie-line Goma PEG H,0 Goma PEG H,0 Goma PEG HO
18 9 73 10,93 10,25 78,82 3147 464 63,89
2 20 11 69 4,12 16,58 79,30 4843 098 50,59
22 13 65 1,29 21,32 7739 5027 1,54 48,19

TABELA 15- Composicédo das fases do sistema PEG 8000-Policaju a 25°C £ 2°C, pH 7,0

PEG Composigio Total Composicéio Composico
8000 do Sistema (% p/p)  da Fase Superior(%p/p) da Fase Inferior (% p/p)
Tie-ine Goma PEG H;O Goma PEG H.O Goma PEG H,O
1 16 S 75 2,69 13,69 83,62 40,37 0,59 59,04
2 18 11 71 680 17,85 81,35 4878 1,03 50,19
3 20 13 67 0,24 20,13 79,63 52,43 1,25 46,32
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TABEILA 16- Composicio das fases do sistema PEG 1500-Policaju a 25°C +2°C, pH 8,0

PEG Composigio Total Composigéo Composicéo
1500 do Sistema (% p/p)  da Fase Superior (% p/p)  da Fase Inferior (% p/p)

Tie-line Goma PEG H, 0 Goma PEG H.0 Goma PEG H;O
1 21 13 66 1191 16,8 71,23 3508 745 57,47
2 22,5 138 63,7 860 1980 71,60 38,72 6,69 54,59

TABELA 17- Composigio das fases do sistema PEG 4000-Policaju a 25°C + 2°C, pH 8.0

PEG Composigéo Total Composicio Composi¢io
4000 do Sistema (% p/p)  da Fase Superior (%p/p) da Fase Inferior (%p/p)
Tie-line Goma PEG H;O Goma PEG H,O0 Goma PEG H.0

1 18 9 73 11,75 11,56 76,69 3449 236 63,15
2 20 11 69 400 17,59 7841 4255 1,74 5551
3 22 13 65 2,03 1914 78,83 49,71 4,37 4592

TABELA 18- Composi¢do das fases do sistema PEG 8000-Policaju a 25°C + 2°C, pH 8,0

PEG Composigéio Total Composi¢io Composigéo
8000 do Sistema (% p/p)  da Fase Superior(%p/p) da Fase Inferior (% p/p)
Tie-line Goma PEG H,O Goma PEG H,0 Goma PEG HO
1 16 9 75 559 12,64 81,77 38,99 097 60,04
2 18 11 71 232 16,86 80,82 43,76 1,41 54,83
3 20 13 67 1,63 22,18 76,19 4437 0,81 54,82
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TABELA 19- Composicgo das fases do sistema PEG 1500-Policaju a 40°C £ 2°C, pH 7,0

PEG Composicdo Total Composi¢io Composicio
1500 do Sistema (% p/p)  da Fase Superior (% p/p)  da Fase Inferior (% p/p)
Tie-line Goma PEG HO0 Goma PEG H,0 Goma PEG H,O
1 21 13 66 9,74 16,29 7397 40,58 726 52,16
2 22,5 13,8 63,7 6,76 18,8 7438 5348 3,67 42385

TABELA 20- Composigdo das fases do sistema PEG 4000-Policaju a 40°C + 2°C, pH 7,0

PEG Composiggio Total Composicio Composigio
4000  do Sistema (% p/p) da Fase Superior (%p/p)  da Fase Inferior (%p/p)
Tie-line Goma PEG H,O0 Goma PEG H,0 Goma PEG H,O
18 9 73 10,00 11,78 7822 37,75 2,16 60,09
2 20 11 69 3,00 17,75 7925 54,07 1,11 5382
3 22 13 65 2,00 20,73 7727 4944 1,80 48,76

TABELA 21- Composicdo das fases do sistema PEG 8000-Policaju a 40°C £ 2°C, pH 7,0

PEG Composic¢io Total Composicio Composicdo
8000 do Sistema (% p/p)  da Fase Superior(%p/p)  da Fase Inferior (% p/p)
Tie-ine Goma PEG H:0 Goma PEG H,0 Goma PEG H0
1 16 9 75 422 1528 80,50 30,84 121 6795
2 18 11 71 2,08 17,24 80,68 4384 1,08 55,08
20 13 67 0,79 21,25 7796 4746 125 51,29

5.2.2. Propriedades reologicas dos sistemas bifasicos aquosos

As propriedades reologicas dos SBA's estudados, viscosidade e densidade, estdo
apresentadas nas TABELAS 22 e 23.
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TABELA 22- Propriedades reologicas das fases dos diferentes SBA em estudo a 25°C +2°C

Fase superior Fase inferior
Densidade Viscosidade Densidade Viscosidade

Sistema (*'tie-line'") pH (¢/mL) (cP) (g/mL) (cP)
13%PEG1500-21%Policaju 6,0 1,058 157.3 1,173 675,0
13,8%PEG1500-22,5%Policaju 1,052 154,0 1,086 nd
9%PEG4000-18%Policaju 1,049 201,5 1,128 nd
11%PEG4000-20%Policaju 1,047 225,0 1,203 nd
13%PEG4000-22%Policaju 1,040 301,5 1,248 nd
9%PEG8000-16%Policaju 1,036 267,0 1,135 nd
11%PEG8000-18%Policaju 1,025 378.5 1,214 nd
13%PEG8000-20%Policaju 1,028 540,7 1,275 nd
13%PEG1500-21%Policaju 7,0 1,051 200,0 1,160 800,00
13,8%PEG1500-22,5%Policaju 1,036 168,7 1,233 nd
9%PEG4000-18%Policaju 1,026 242,5 1,199 nd
11%PEG4000-20%Policaju 1,036 2440 1,208 nd
13%PEG4000-22%Policaju 1,006 316,2 1,313 nd
9%PEG8000-16%Policaju 1,032 291,6 1,160 nd
11%PEG8000-18%Policaju 1,000 3883 1,289 nd
13%PEG8000-20%Policaju 0,989 550.5 1,401 nd
13%PEG1500-21%Policaju 8,0 1,042 208,1 1,179 nd
13,8%PEG1500-22,5%Policaju 1,032 178,6 1,267 nd
9%PEG4000-18%Policaju 1,038 273,6 1,156 nd
11%PEG4000-20%Policaju 1,037 250,7 1,223 nd
13%PEG4000-22%Policaju 1,002 299.8 1,295 nd
9% PEG8000-16%Policaju 1,016 3162 1,240 nd
11%PEG8000-18%Policaju 1,024 393,2 1,206 nd
13%PEG8000-20%Policaju 0,993 545,6 1,358 nd

nd- nio determinado (> 983 cP)
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TABELA 23- Propriedades reolégicas das fases dos diferentes SBA em estudo a 40°C +2°C

Fase superior Fase inferior
Densidade Viscosidade Densidade Viscosidade
Sistema (tie-line) pH (@/mL) (cP) (¢/mL) (cP)
13%PEG1500-21%Policaju 7,0 1,071 1,04 1,202 350,00
13,8%PEG1500-22,5%Policaju 1,084 1,11 1,154 380,00
9%PEG4000-18%Policaju 1,081 1,58 1,177 357,20
11%PEG4000-20%Policaju 1,064 1,58 1,268 611,10
13%PEG4000-22%Policaju 1,059 2,56 1,208 nd
9%PEG8000-16%Policaju 1,063 3,22 1,065 468,00
11%PEG8000-18%Policaju 1,047 3,43 1,173 810,00
13%PEG8000-20%Policaju 1,048 5,50 1,235 nd

nd- ndio determinado (> 983 ¢P)

Para as fases superiores, o aumento do comprimento da "tie-line" provocou o aumento da
viscosidade devido ao aumento da concentragfio do sistema, com excecdo dos sistemas PEG1500-
Policaju. . Com relagfio ao peso molecular do PEG, a viscosidade das fases superiores ¢ menor
para o PEG 1500, seguida dos PEG's 4000 e 8000, respectivamente.

Analisando-se a variacio da viscosidade com o pH para as "tie-lines" estudadas, observou-
se um aumento da viscosidade das fases superiores com o aumento do pH

Né#o foi possivel estudar as viscosidades da majoria das fases inferiores ja que as mesmas
ultrapassaram a faixa de leitura do equipamento utilizado (ver item 4.2.4.2.). Por outro lado,
observou-se visualmente o mesmo comportamento para a fase inferior, ou seja, o aumento da
viscosidade com o aumento da "tie-line” e do pH.

Uma das caracteristicas de polissacarideos contendo grupos carboxilas ¢ a alteragiio da
viscosidade de suas solucSes com a mudanca do pH. A alteragio da viscosidade da fase inferior
(rica em Policaju) em funcdo do pH pode ser explicada pela variacfo da densidade de carga na
molécula do Policaju. A reducfio do pH acarreta uma menor densidade de carga, ou seja, repulsio

entre os grupos RCOO™ do 4acido glucurdnico, possibilitando que as cadeias se enovelem,

diminuindo assim a viscosidade intrinseca.
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Trabalhos realizados com solu¢bes de pectina, goma arabica ¢ polissacarideo da palma
gigante demonstraram a diminui¢do da viscosidade com a redugfio do pH. Essa mudanca de
viscosidade se deve a presenca do Acido glucurOmico nestas moléculas (REYES, 1978),
corroborando com as observagdes visuais para o sistema constituido por Policaju.

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

As viscosidades das fases dos sisternas PEG-Policaju na temperatura ambiente (25°C +
2°C) sdo superiores 4s de outros sistemas polimero-polimero como PEG-Dextrana e PEG-
Maitodextrina (TJERNELD et al., 1986; SZLAG & GIULIANO, 1988), encontrando
comparagdes nos sistemas Klucel-I-Pluronic P105 (SKUSE et al, 1992) e PEG-
Hidroxipropilamido bruto (VENANCIO et al., 1993),

5.2.3. Razdo de fases e tempos de separacgio dos sistemas bifasicos aquosos

A raz#o de fases e o tempo de separagfio dos SBA testados estfio apresentadas na
TABELA 24.

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

Com relagdo a particio, se considera que a concentraciio do material a se particionar tem
um efeito bastante reduzido na distribui¢do resultante. Este fator contribui para se considerar que
o coeficiente de particio de um soluto em sistemas bifisicos em equilibrio ¢ praticamente
independente dos volumes das fases em sistemas polimero-polimero (KULA, 1986).

O tempo de separacio das fases em sistemnas PEG-Policaju foi bastante curto quando
comparado aos tempos de separaciio para outros sistemas descritos na literatura como Klucel-
Pluronic P105 ( SKUSE et al., 1992), que embora possua propriedades semelhantes ao sistema
PEG-Policaju, exibe tempos de separagio muito superiores, entre 1200 ¢ 7200 segundos.

109



SARUBBO, L.A. Resultados e DiscussZo

TABEL A 24- Razio de fases e tempo de separaciio das fases dos diferentes SBA em estudo

Temperatura  Razio Tempo de separaciio

Sistema ("tie-line™) pH ¢C) de fases  das fases (segundos)
13%PEG1500-21%Policaju 6,0 25+2 1,8 18
13,8%PEG1500-22,5%Policaju 2,0 15
9%PEG4000-18% Policaju 2,1 45
11%PEG4000-20%Policaju 2,0 90
13%PEG4000-22% Policaju 1.9 180
9%PEGS8000-16% Policaju 2,6 100
11%PEGB8000-18%Policaju 2.1 140
13%PEG8000-20%Policaju 2,0 360
13%PEG1500-21% Policaju 7,0 2,0 25
13,8%PEG1500-22,5%Policaju 1,7 13
9%PEG4000-18%Policaju 3,3 45
11%PEG4000-20%Policaju 2,1 100
13%PEG4000-22%Policaju 1,9 165
9%PEG8000-16%Policaju 3,1 110
11%PEGS8000-18%Policaju 2.3 180
13%PEG8000-20%Policaju 2,1 330

13%PEG1500-21%Policaju 8,0 2,1 25
13,8%PEG1500-22,5%Policaju 2,0 15
9%PEG4000-18%Policaju 3,7 50
11%PEG4000-20%Policaju 2,0 100
13%PEG4000-22%Policaju 2,0 120
99%PEG8000-16%Policaju 3,7 110
11%PEG8000-18% Policaju 2,6 155

13%PEG8000-20%Policaju 2,1 320
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Continuagiio Tabela 24....

13%PEG1500-21%Policaju 7,0 40+2 1,5 15
13,8%PEG1500-22,5%Policaju 1,6 20
9%PEG4000-18%Policaju 2.1 40
11%PEG4000-20%Policaju 1,8 40
13%PEG4000-22%Policaju 1.8 105
9%PEG8000-16%Policaju 2,9 60
11%PEG8000-18%Policaju 2,2 160
13%PEG8000-20%Policaju 2,0 220

De um modo geral, o aumento da "tie-line" aumentou o tempo de separaciio das fases para
todos os casos estudados devido ao aumento da viscosidade (TABELA 22), com o aumento da
concentragéo do sistema.

Observa-se também que o tempo de separagiio das fases diminui com a reducio do peso
molecular do PEG.

O aumento da temperatura para 40°C £ 2 °C, como discutido anteriormente, reduziu a
viscosidade das fases (TABELA 23) e consequentemente o tempo de separagfo.

A aplicacio em larga escala de sistemas bifisicos aquosos esta muito condicionada ao
requetimento relativamente alto de reagentes quimicos. Por outro lado, o tempo reduzido
requerido para a separagfio das fases que afeta diretamente os custos de energia consiste no maior
fator do baixo custo operacional destes sistemas. Desta forma, a andlise do tempo de separagdo
das fases dos sistemas estudados demonstrou que s&o necessarios apenas poucos minutos para se
atingir o equilibrio de fases, independentemente dos comprimentos de "tie-line” ¢ dos pH's
testados. Uma vez que a rapidez do equilibrio de fases ¢ fundamental para o "scale up" de um
processo (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993), os sistemas PEG-Policaju parecem atender
perfeitamente a esta condigfo, facilitando a viabilidade comercial nfo s6 da aplicagio do sistema,

mas também do equipamento necessério ao processo de separagfo.
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5.3. ESTUDOS DE PARTICAO EM BATELADA

Existem muitos pardmetros que influenciam a partigio de uma determinada proteina tais
como pH do sistema, tipo e concentracio de sais presentes no sistema, peso molecular do
polimero e concentragdo ¢ propriedades da proteina, como estrutura, hidrofobicidade e peso
molecular (ALMEIDA et al., 1998; HACHEM et al., 1996). Devido a complexidade dos
fenémenos de particiio, torna-se dificil prever o comportamento de uma determinada proteina e
selecionar as condi¢des de separagdo para se planejar um experimento (HACHEM et al., 1996).
Desta forma, a maioria dos estudos neste campo sio empiricos € a purificagfio ¢ alcangada pela
variag¢do sistemética de vérios fatores.

Neste trabatho caracterizou-se o sistema PEG-Policaju e estudou-se sua aplicacdo através
da particiio de uma proteina modelo, a albumina de soro bovino (BSA). A influéncia de diversos
parimetros como peso molecular do PEG, comprimento da "tie-line", pH, adi¢do de NaCl ¢
temperatura foram estudados.

Para todas as condi¢cGes experimentais estudadas, o coeficiente de parti¢io da proteina foi
menor que 1. Isto significa que a albumina de soro bovino se distribuiu predominantemente na fase
rica em Policaju. Para os sistemas PEG 1500-Policaju, nfo houve formacio de duas fases aquosas
em equilibrio ap6s a adi¢fio da solugio contendo a proteina para a menor "tie-line" no pH 8,0.
Este mesmo comportamento foi observado por SARMENTO e colaboradores (1994) e PORTO
{1998) para a parti¢éo de Citocromo b5 em sistemas PEG-Sais de fosfato.

5.3.1. Influéncia do peso molecular do polietileno glicol (PEG) na particao da albumina de

soro bovino

Analisando-se a influéncia do peso molecular do PEG no coeficiente de particio da
protefna, nfo foi possivel estabelecer uma correlagiio entre o coeficiente de partigdo e o peso
molecular do PEG no sistema PEG-Policaju, ou seja, ndo houve uma tendéncia geral no
comportamento de parti¢do da albumina, a qual permaneceu na fase inferior rica em Policaju
(FIGURAS 28, 29 e 30). Resultados similares foram observados para a particdo de BSA em
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sistemas PEG-Arabinogalactana (CHRISTIAN et al., 1998) e PEG-Maltodextrina (ALVES et al.,
1999). Nestes sistemas, a proteina permaneceu na fase inferior para todas as condi¢des estudadas.

Estudos realizados para a particdo de cutinase em sistemas PEG-Hidroxipropilamido bruto
e PEG-Reppal PES100 (um Hidroxipropilamido purificado) indicaram que o sistema foi apenas
ligeiramente influenciado pelo peso molecular do PEG, uma vez que os coeficientes de partigéo
ndo demonstraram uma tendéncia regular e foram similares em todos os casos, permanecendo
menores que 1 (ALMEIDA et al,, 1998). Os resultados obtidos para o sistema PEG-Policaju,
assim como para os acima citados sfo similares aos obtidos para a maioria dos sistemas PEG-
Polissacarideos descritos na literatura. Por outro lado, comportamentos geralmente esperados, ou
seja, o aumento do coeficiente de particio com a redug@o do peso molecular do PEG também s#o
observados em sistemas PEG-Polissacarideos. Estudos realizados por TJERNELD e
colaboradores (1986) em sistemas PEG-Hidroxipropilamido e por HUSTEDT e colaboradores
(1978) em sistemas PEG-Dextrana demonstraram um aumento do coeficiente de particio de
diferentes enzimas com a redugfic do peso molecular do PEG.

A solubilidade das proteinas em solugfio de PEG tem sido interpretada por vérios autores
em termos dos efeitos do volume excluido do polimero (ATHA & INGHAM, 1981; POLSON et
al, 1964). O PEG é um polimero composto por grupos —CH,~CH:~ ligados entre si j)or uma
ligacdo éter. Segundo a teoria desenvolvida por estes autores, as protefnas sdo excluidas
estericarnente de zonas do solvente ocupadas pelo polimero, sendo as solubilidades proporcionais
ao volume de solvente disponivel (solvente sem PEG). Assim, quanto maior for o volume excluido
do polietileno glicol menor € o volume de solvente disponivel, o que implica uma dimmuigdo de
solubilidade das proteinas na fase rica em polimero e consequentemente uma diminuicdo do
coeficiente de particdo. Ainda, sendo o PEG um polimero que possui um grupo hidroxila (—OH)
ligado a cada um dos grupos ~CH,~CH,~ terminais, é de se esperar que, para uma determinada
concentragio, a sua hidrofobicidade diminua com a diminuiciio da massa molecular, uma vez que
aumenta a representacdo daqueles grupos hidrofilicos terminais (KULA, 1985).

Desta forma, devido ao efeito do volume excluido, a tendéncia geralmente esperada seria
um aumento nos coeficientes de parti¢do com a diminuicio do peso molecular do PEG. Contudo,
¢ importante considerar que a alteragéo do peso molecular do polimero torna necessério alterar a

concentragio do mesmo (Exemplo: uma maior quantidade de PEG 1000 sera necessaria para
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formar um SBA do que para o PEG 8000), podendo assim induzir a variagBes na composicdo das
duas fases em equilibrio, afetando a particfio de materiais biologicos o que pode influenciar o
coeficiente de particiio de uma dada molécula no sentido contrario.

A importancia do peso molecular da proteina também deve ser considerada, uma vez que o
efeito da massa molecular do polimero estd muito relacionado com a massa molecular do
biomaterial. De fato, a parti¢io do aminodcido ou proteinas de baixa massa molecular nfio é muito
influenciada por variagGes da massa molecular dos polimeros, nfio acontecendo ¢ mesmo com
proteinas de maior massa molecular (ALBERTSSON, 1986).

Proteinas com alta massa molecular sio mais influenciadas por mudangas na massa
molecular dos polimeros do que proteinas de pequena massa molecular; pode-se ter, como
exemplo, o coeficiente de particdo do citocromo C e B-galactosidase no sistema Dextrana 40
(0,18 e 0,24, respectivamente) com o correspondente valor no sistema Dextrana 500 (0,17 e 1,59,
respectivamente) (ALBERTSSON, 1986).

Em estudos realizados para a purificagio de cutinase em sistemas PEG-Hidroxipopilamido
ja descritos anteriormente, a proteina particionou-se basicamente na fase inferior para os PEG’s,
"tie-lines" e pH’s testados demonstrando claramente um efeito reduzido das propriedades do
sistema na parti¢cio (ALMEIDA et al., 1998). Uma vez que a partigdo é muito mais sensivel ao
peso molecular do polimero para proteinas com peso molecular maior do que 50.000 Da, a baixa
massa molecular da cutinase (22.000 Da) poderia ser a responsavel pelas pequenas alteracBes
observadas. Embora a Albumina de soro bovino tenha um peso molecular elevado (65.000 -
67.000 Da), a particdo da proteina também niio sofreu alteragdes significativas com a variagéio do
peso molecular do PEG, como discutido anteriormente. Provavelmente, outros fatores, que nfio a

massa molecular, predominaram sobre a distribui¢dio da proteina.

Estudos de parti¢do do citocromo b5 em sistemas PEG-Sais de fosfato demostraram um
aumento no coeficiente de particio com a diminuicio do peso molecular do PEG (SARMENTO
et al., 1994). HUDDLESTON e colaboradores (1991) estudaram o coeficiente de particio de
proteinas de Saccharomyces cerevisiae (levedura do pdo) em sistemas PEG-Sais de fosfato,

observando para PEG 400 ¢ 1000 uma preferéncia das protefnas pela fase superior. Para 0 PEG
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3350, no entanto, a maijoria das proteinas se concentrou na fase inferior, mostrando o efeito
pronunciado do peso molecular do PEG no coeficiente de particfio.

A parti¢cdo de proteinas do leite de ovelhas foi estudada em sistemas PEG-Sais. A redugéo
do peso molecular do PEG aumentou o coeficiente de particdio de todas as proteinas testadas
(HARRIS et al., 1991). A solubilidade das proteinas e de outros materiais em PEG’s de vérios
pesos moleculares foi explicada pelo modelo de partigo de FLORY-HUGGINS (1941), a qual
atribui a influéncia do peso molecular do PEG na particdo ao aumento do nimero dos grupos
hidrofilicos terminais em PEG’s de menor peso molecular, os quais possuem o efeito de reduzir a
hidrofobicidade total da fase PEG e também ao efeito do volume excluido, que aumenta com o

aumento da massa molecular do polimero, conforme discutido anteriormente.

% W Goma2 1%PEG13%
B Goma22,5%PEG13,8%

coeficiente de
partigio (K)

pH 6,0 pH7.0 pH30

FIGURA 28- Influéncia do comprimento da "tie-line" ¢ do pH no coeficiente de particdo da
albumina de soro bovino em sistema PEG1500-Policaju a 25 °C + 2 °C
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M Gomal 83%PE(9%
W Goma20%PEG1 1%
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coeficiente de
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FIGURA 29- Influéncia do comprimento da "tie-line” e do pH no coeficiente de parti¢io da
albumina de soro bovino em sistema PEG4000-Policaju a 25 °C +2 °C

& Gomal 6%PEG%
B Gomal 8%PEG 1%
W Goma20%PEG13%
0,2
~
P % 0,15
g%
5 5
= 0,05

pH 6,0 pH7,0 pH 80

FIGURA 30- Influéncia do comprimento da "tie-line" e do pH no coeficiente de partico da
aJbumina de soro bovino em sistema PEG8000-Policaju a 25 °C £ 2 °C

Estudos realizados por SCHIMIDT e colaboradores (1994) sobre a correlagdo entre o
efeito da concentracio de proteina total € o comportamento da partigdo das proteinas

(amiloglicosidase, subtilisina e inibidor de tripsina) em sistemas PEG-Sais de fosfato
demonstraram que a solubilidade das proteinas em solugio de PEG € governada pelo efeito de
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exclusdo estérico e pela interagdo hidrofobica entre proteina e o grupo etileno do PEG, o qual é
provavelmente responsével pela alta solubilidade na fase rica em PEG de muitas protefnas
hidrofébicas.

5.3.2. Influéncia do comprimento da 'tie-line" na particio da albumina de soro bovino

Analisando-se a influéncia do comprimento da "tie-line" no coeficiente de particiio da
albumina, observou-se para todos os PEG’s testados, uma tendéncia a diminuicio do coeficiente
de particio com o aumento da "tie-line" para os trés valores de pH testados, ou seja, o aumento da
"tie-line" provocou uma reducio no coeficiente de partigio (FIGURAS 28, 29 e 30).

Perto do ponto critico de um sisterna bifasico as duas fases em equilibrio tém composicdes
muito semelhantes, pelo que o coeficiente de particiio de biomoléculas ¢ aproximadamente igual a
1. Pelo contrario, aumentando a concentragdio dos polimeros, ou seja, afastando-os do ponto
critico, aumenta-se a diferenca entre as duas fases de modo que as biomoléculas distribuem-se de
forma desigual entre as duas fases, podendo acumular-se preferencialmente nas fases de cima ou
de baixo (ALBERTSSON, 1986).

Os resultados da influéncia da "tie-line" no coeficiente de particdo encontrados na
literatura para sistemas polimero-polimero parecem seguir o mesmo perfil. Estudos realizados com
a cutinase em sistema PEG-Hidroxipropilamido bruto ¢ PEG-Reppal PES100 demostraram um
leve decréscimo do coeficiente de particio com o aumento da "tie-line". Este aumento da partigéio
se deve ao aumento da concentracdo de PEG que causa a exclusiio molecular da proteina da fase
superior, conforme discutido anteriormente (ALMEIDA et al., 1998). O estudo da parti¢iio da o-
lactoalbumina ¢ PB-lactoglobulina em sistemas PEG-Hidroxipropilamido demonstrou que o
aumento da "tie-line" provocou uma maior afinidade das proteinas para fase inferior diminuindo o
coeficiente de particio (ORTIN et al., 1991). STURESSON e colaboradores (1990) estudaram o
efeito da concentragdo do polimero na particho da glicose 6-P-desidrogenase e
lactatodesidrogenase em sistemas PEG-Aquaphase PPT. Assim como no sistema PEG-Dextrana
as enzimas se concentraram preferencialmente na fase inferior com o aumento da "tie-line".

Estudos mais recentes com a BSA em sisternas PEG-Arabinogalactana (CHRISTIAN et al., 1998)
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e com mioglobina em sistemas PolilNVA)(polivinil acetamida)-Dextrana (KISHIDA et al., 1998)
também demonstraram a redugéio do coeficiente de parti¢fio com o aumento da "tie-line".

Vale salientar entretanto, que um comportamento contrdrio a este descrito acima pode
ocorrer devido a influéncia de outros fatores envolvidos. Por exemplo, além do efeito da exclusio
do PEG, deve ser considerado também a afinidade da proteina pela fase hidrofébica e este efeito
pode ser mais pronunciado, levando a um comportamento inesperado na partigio (ALMEIDA et
al., 1998).

Analisando os sistemas polimero-sais observa-se um comportamento contrario frente aos
sistemas polimero-polimero. Estudos de particBo do citocromo b5 em sistemnas PEG-Sais de
fosfato demostraram um aumento da particio com o aumento do comprimento da "tie-line"
(SARMENTO et al,, 1994). VIDEIRA & AIRES-BARROS (1994) estudando a parti¢ao de acido
clavuldnico ¢ RITO-PALOMARES & HERNANDEZ (1998) as proteinas do soro de queijo em
sistemas PEG-Sais de fosfato também observaram o aumento do coeficiente de particio com o
comprimento da "tie-line" para estes sistemas.

O efeito do comprimento da "tie-line” no volume livre em sistemas de PEG-Sais de fosfato
foi investigado por HUDDLESTON e colaboradores (1991). Abaixo do ponto critico o volume
livre da mistura PEG-Sais de fosfato é aproximadamente igual & soma dos volumes livres das
soluges individuais daqueles componentes. Acima do ponto critico, o volume livre da fase de
cima, rica em Polietileno glicol, permanece relativamente constante, enquanto que o volume livre
da fase de baixo, rica em fosfatos, diminui rapidamente em resposta ac aumento da concentracio
dos componentes do sistema. Comparando estes resultados com os obtidos para as solugOes
individuais de Polietileno glicol e de fosfatos pode concluir-se que o aumento do comprimento da
"tie-line" promove um aumento da concentragio de fosfatos na fase rica em sal, enquanto que na
fase rica em Polietileno glicol esta permanece relativamente constante e igual ao seu limite de
solubilidade em solugGes daquele polimero. Na pritica, isto resulta no "salting-out" das proteinas
da fase rica em sal para a fase rica em PEG e consequentemente num aumento do coeficiente de
particio até que os limites de solubilidade das proteias na fase rica em sal, motivada pelo

aumento da concentrag@o de fosfatos, dd origem & transferéncia daquelas para a fase rica em
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polimero. O coeficiente de particdo de proteinas é entdo um pardmetro que depende das suas
solubilidades relativas em cada uma das fases.

5.3.3. Influéncia do pH ra particiio da albumina de soro bovino

Analisando-se os diferentes pH’s (6,0, 7,0 e 8,0), observou-se que o aumento do pH
provocou uma leve tendéncia ao aumento do coeficiente de particio para a albumina de soro
bovino para todos os sistemas estudados (FIGURAS 28, 29 e 30).

VENANCIO e colaboradores (1995) realizaram estudos de partigio de albumina de soro
bovino em sistemas PEG-Goma de Guar, em condigbes semelhantes as descritas neste trabatho,
para dois PEG’s (4000 e 8000) nos pH’s 6,0 6,8 ¢ 8,0. Os resultados demonstraram um leve
aumento no coeficiente de particgio com o aumento do pH em todos os sistemas testados.
CHRISTIAN e colaboradores (1998) observaram um aumento do coeficiente de particdo da BSA
com o pH (5,0, 6,0, 7,0 e 8,0) em sistemas PEG-Arabinogalactana. STURESSON e colaboradores
(1990) também observaram um aumento do coeficiente de particdo da BSA e da imunoglobulina
com o aumento do pH (6,0, 7,0 ¢ 8,0) para sisternas PEG-Aquaphase PPT. Para o sistema PEG-
Hidroxipropilamido bruto estudado por ALMEIDA e colaboradores (1998), em diferentes pH’s
(4,0, 6,0, 8,0, 9,0), o coeficiente de particdio da cutinase (pI=7,8) demonstrou pouca alteragdo
com a varia¢3o do pH, embora um leve aumento deste parémetro foi detectado com o aumento do
pH de 4,0 para 8.0 porém, em pH 9.0, o coeficiente de partico foi Iﬁenor do que em pH 8,0. Isto
pode ser explicado com base nas propriedades hidrofébicas do PEG, que pode se ligar aos
residuos hidrofobicos da proteina. FORCINITI e colaboradores (1992) reportaram que as

interagdes hidrofobicas séio maiores no pH perto do ponto isoelétrico da proteina.

5.3.4. Influéncia da adi¢do de NaCl na particio da albumina de soro bovino

A escolha do sal € muito importante para os experimentos de particio. Se as proteinas a

serem particionadas exibem carga positiva ou negativa (pH diferente do seu pl), a pequena mas
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significante adicdo de sais ou eletrolitos ao sistema afetara a particdo da mesma. A explicagdo
comumente utilizada € que os cations e 4nions do sal possuem diferentes afinidades pelas fases,
resultando numa distribui¢do desigual (de acordo com o requerimento da eletroneutralidade nas
fases) do sal e criando uma diferenca de potencial eletrostatico sobre a interface (ALBERTSSON,
1986). Diferentes sais promovem diferentes diferencas de potencial, tornando possivel direcionar a
particula carregada para uma das fases pela escolha do par de jons adequado.

Para se obter uma maior e melhor caracterizacio do sistema bifisico PEG-Policaju,
estudou-se o efeito da adigfio de 0,1M e IM de NaCl na particiio da albumina de soro bovino.

Os resultados obtidos para o sistema PEG 8000-Policaju (FIGURAS 37, 38 ¢ 39)
demonstraram de forma geral uma reducio do coeficiente de particio com o aumento da
concentracio de NaCl em todos os pH’s testados. Para os sistemas PEG 1500-Policaju
(FIGURAS 31, 32 e 33) e PEG 4000-Policaju (FIGURAS 34, 35 e 36) a redugfo do coeficiente
de particdo nfio foi necessariamente proporcional a concentragio de NaCl. Em alguns casos, o
coeficiente de particio diminuiu apenas para uma dada concentragio do sal.

Para o sistema PEG 4000-Policaju no pH 6,0, a adicio de 0,1M de NaCl provocou a
reducdo do coeficiente de particfo, embora a concentragio de 1M tenha aumentado o mesmo. Um
comportamento semelhante foi observado para o sistema PEG 1500-Policaju a pH'’s 6,0 e 7,0.
Para o pH 7,0 em sistemas PEG 4000-Policaju, a adigio do sal nas duas concentragdes testadas
provocou de modo geral, a redugio do coeficiente de partigiio da BSA, enquanto que para o pH
8,0 em sistemas PEG 4000-Policaju € PEG 1500-Policaju, a adicdo de 0,1M de NaCl provocou o
aumento do coeficiente de partigo, embora a concentragdo de 1 M tenha reduzido o mesmo.

Recentemente, GUNDUZ (1999) estudou a particio de BSA em sistemas PEG-Dextrana a
diferentes pH's e concentragdes de NaCl. Neste trabalho observou-se que o coeficiente de particéio
da proteina diminuiu até concentragdes de 0,2M e aumentou a concentragdes maiores do que esta
para sistemas com pH 4,2, 5,0, 7,0 e 9,0. Para o pH 9,8 o coeficiente de parti¢io da albumina
tornou-se minimo a partir da concentragdo de 0,1M do sal.

Estudos realizados por VENANCIO e colaboradores (1993) com sistemas PEG-
Hidroxipropilamido demonstraram que a adi¢&o de NaCl a 0,1M reduziu o coeficiente de particio
de proteinas carregadas negativamente. Assim como em outros sistemas (ALBERTSSON, 1986),

espera-se que os sais nfdo se distribuam de modo uniforme entre as fases e que uma pequena
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predominincia do &nion cloreto na fase superior possa ocorrer. A fase superior torna-se entdo
negativamente carregada ¢ repele as proteinas carregadas negativamente para a fase inferior. O
mesmo comportamento foi observado para a partigio de BSA em sistemas EO30/PO70-Dextrana
T500 para a adic@o de NaCl nas concentragdes de 0,01M e 0,1M (JOHANSSON et al., 1996). Os
resultados obtidos para o sistema PEG-Policaju podem ser comparados aos descritos acima para
baixas concentracOes de sal (0,1M), uma vez que na maioria dos casos, a albumina de soro
bovino, cujo pl estd em torno de 5,1 e encontra-se negativamente carregada na faixa de pH
testada, apresentou uma redugéio no coeficiente de particéio.

A particio da BSA em sistemas PEG-Arabinogalactana (CHRISTIAN et al,, 1998) e em
sistemas PEG-Aquaphase PPT e PEG-Dextrana T500 (STURESSON et al., 1990) e de catalase e
B-galactosidase em sistemas PEG-Aquaphase PPT (TJERNELD et al, 1986) diminuiu apds a
adicdio de 0,1M de NaCl para sistemas a pH 7,0. Por outro lado, em sistemas PEG-Dextrana T500
a pH 7,8, o aumento da concentracdo de NaCl até concentragdes de 0,2 M, no qual a enzima
encontra-se negativamente carregada, diminuiu o coeficiente de partigdo da fosforilase, enquanto
que para concentracdes além destas o coeficiente de particlio aumentou (HUSTEDT et al., 1978).
ALMEIDA e colaboradores (1998) estudaram a particio de cutinase em sistemas PEG-Reppal
PES ap6s adicio de 0,IM ¢ IM de NaCl a pH’s nos quais a enzima encontrava-se positivamente
carregada. A variagio do coeficiente de particio ndo foi necessariamente proporcional a
concentracdo de NaCl

O efeito de sais na particdo de moléculas € dependente da carga do material a particionar,
conforme discutido acima. Sendo a carga destes materiais extremamente dependente do pH €
possivel prever que o efeito da presenga de sais seja maior quanto maior for a distincia entre o pH
e o pl, ou seja, o efeito do sal diminui com a proximidade do pl da proteina. Para os sistemas
PEG-Policaju, tal comportamento regular ndio foi observado nas condigdes estudadas. Resultados
obtidos por VENANCIO e colaboradores (1995) em sistemas PEG-Goma de Guar para a partigiio
de BSA na presenca de 0,1M de KCl demonstraram que o aumento do pH de 6,8 para 8,0 tornou
o efeito do sal mais pronunciado, levando a reducfio do coeficiente de particdio da proteina. Por
outro lado, quando as proteinas sdo particionadas no seu pl, elas nfio possuem carga liquida e
consequentemente, a repulsio/atragio eletrostitica tenderd a um minimo e as interagbes

hidrofobicas na superficie da proteina serdo mais pronunciadas.
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Observou-se também, visualmente, que a dicdo de cloreto de sodio reduziu
consideravelmente a viscosidade da fase inferior do sistema PEG-Policaju.

A redugfo da viscosidade foi detalhadamente estudada através do efeito da concentra¢o
crescente de NaCl sobre solugGes de polissacarideo de palma gigante e pectina (REYES, 1978).

W GomaZ 1%PEGI3%
B Goma22,5%PEG13,8%

coeficiente
de partigiio (X)

Sem Sal NaCl0,IM NaCl 1M

FIGURA 31- Influéncia da adi¢io de NaCl no coeficiente de parti¢éio da albumina de soro bovino
em sistema PEG1500-Policaju no pH 6,0 a25°C 2 °C

M Goma2 1%PEGI3%

M Goma22,5%PEG13,8%

coeficiente de
partigio (K)

Sem Sal NaCl 0,1M NaCl 1M

FIGURA 32- Influéncia da adi¢iio de NaCl no coeficiente de particdo da albumina de soro bovino
em sistema PEG1500-Policaju no pH 7,0a225°C £ 2 °C
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FIGURA 33- Influéncia da adi¢dio de NaCl no coeficiente de particdo da albumina de soro bovino
em sistema PEG1500-Policajuno pH 8,02 25 °C +2 °C
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FIGURA 34- Influéncia da adigdo de NaCl no coeficiente de particéo da albumina de soro bovino
em sistema PEG4000-Policaju no pH 6,0 a 25 °C £ 2 °C
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M Gomal 8%PEGS%
W Goma20%PEGI1%
B Goma22%PEG13%

coeficiente
de partigiio (K)

Sem Sal NaCl0,1M NaCl IM

FIGURA 35- Influéncia da adigiio de NaCl no coeficiente de parti¢io da albumina de soro bovino
em sistema PEG4000-Policaju no pH 7,04 25 °C £ 2 °C
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coeficiente
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o

Sem Sal NaCi0,1M NaCl IM

FIGURA 36~ Influéncia da adigio de NaCl no coeficiente de particdo da albumina de soro bovino
em sistema PEG4000-Policaju no pH 8,0a25°C £ 2 °C
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m Gomal 6%PEGY%
B Gomal 8%PEGI 1%
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coeficiente de
particiio (K)

Sem Sal NaCi0,IM NaCl IM

FIGURA 37- Influéncia da adi¢@io de NaCl no coeficiente de partigdo da albumina de soro bovino
em sistema PEG8000-Policaju no pH 6,0 225 °C +2 °C
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FIGURA 38- Influéncia da adi¢do de NaCl no coeficiente de particio da albumina de soro bovino
em sistema PEG8000-Policajuno pH 7,0a25°C +2 °C
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W Gomal 6%PEGY%
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Sem Sal NaCi 0, 1M NaCl IM

FIGURA 39- Influéncia da adicio de NaCl no coeficiente de partigdo da albumina de soro bovino
em sistema PEG8000-Policaju no pH 8,0 a25°Cx2°C

5.3.5. Influéncia da temperatura na particio da albumina de soro bovino

O efeito da temperatura sobre o coeficiente de particdo € bastante complexo devido a sua
influéncia na composigo das fases em equilibrio, assim como sobre a estrutura da protefna.
Alguns trabalhos relatam um aumento do coeficiente de partigdo com a temperatura
(JOHANSSON et al., 1983; TIERNELD et al., 1985); enquanto outros descrevem que nfio ha
relagdo entre o coeficiente de particéo e a temperatura (JOHANSSON et al., 1973; TIERNELD
et al., 1985), demonstrando a necessidade de estudos mais aprofundados para se esclarecer o
efeito deste pardmetro sobre a particio.

Os resultados obtidos para a influéncia da temperatura no coeficiente de particiio da BSA
em sistemas PEG-Policaju demonstraram, de modo geral, uma diminuicio do coeficiente de
particio com o aumento da temperatura de 25°C + 2°C para 40°C + 2°C para todos os PEG’s
testados (FIGURAS 40, 41 ¢ 42). Pode-se observar também, de modo geral, que quanto maior o
comprimento da "tie-line", mais pronunciado € o efeito da temperatura sobre o coeficiente de
particdo. Vdrios estudos consideram a influéncia da alteragfio da temperatura na composiciio das
fases, levando a alterac@io do comprimento da "tie-line”. Para os sistemas PEG-Policaju, este efeito

pode ser desconsiderado uma vez que a alteragio da temperatura de 25°C + 2°C para 40°C £ 2°C
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ndo provocou altera¢des significativas no diagrama de fases (FIGURAS 25, 26 e 27 e TABELAS
13, 14e15e 19, 20e21).

Estudos realizados por FORCINITI e colaboradores (1991) com sisternas PEG-Dextrana
para diferentes proteinas demonstraram, embora com algumas exce¢les, uma tendéncia para o
aumento do coeficiente de particio com o aumento da temperatura de 4°C para 25°C e de 25°C
para 40°C. Estes autores observaram que os coeficientes de particio para a lisozima e
quimiotripsinogénio aumentaram cerca de 40% com a temperatura, enquanto que os coeficientes
de parti¢io da albumina de soro bovino e da catalase foram apenas ligeiramente afetados. O efeito
da temperatura foi mais pronunciado para maijores comprimentos da "tie-line" para a lisozima e
quimiotripsinogénio e para menores comprimentos da "tie-line" para a catalase.

Em resumo, a influéncia da temperatura parece ser altamente dependente do tipo de

proteina particionada e do comprimento da "tie-line".
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FIGURA 40- Influéncia da temperatura no coeficiente de particéio da albumina de soro bovino em
sistema PEG1500-Policaju no pH 7,0
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FIGURA 41- Influéncia da temperatura no coeficiente de particéo da albumina de soro bovino em
sisterna PEG4000-Policaju no pH 7,0
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FIGURA 42- Influéncia da temperatura no coeficiente de parti¢éo da albumina de soro bovino enr
sisterna PEG8000-Policaju no pH 7,0
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5.4. EXTRACAO CONTINUA UTILIZANi)O COLUNA DE DISCOS PERFURADOS
ROTATIVOS (PRDC)

A selegdo de sistemas de extragfio liquido-liquido para aplicagbes em larga escala implica o
recurso a regras convencionais bem definidas em processos de engenharia quimica: diferencas de
densidade entre as fases superiores a 5% sdo desejaveis, a viscosidade de ambas as fases deve ser
inferior a 10 mPas e a tensdo superficial deve situar-se entre 1 a 50 mPam. Estas condi¢fes sdo
desejadas para a formagfo de uma dispersdo de fases adequada (CUSACK et al., 1991). Os SBA
possuem propriedades fisicas que os tornam diferentes dos sistemas convencionais orgénico-
aquoso empregues em engenharia quimica. Nos sistemas aquosos, a fase pesada exibe valores de
viscosidade superiores a 10 mPas e a tensdo interfacial é sempre inferior a 1 mPam. A diferenga de
densidade entre as fases constitui o Gnico pardmetro que se encontra dentro dos limites referidos
anteriormente.

Apesar das dificuldades, os sistemas bifisicos tém sido aplicados com sucesso a processos
de extracdo liquido-liquido em larga escala. De modo geral, as colunas de extracfo, pela sua
simplicidade de construgcdo e operacfo, constituem uma alternativa atrativa quando se deseja
misturar, equilibrar € separar duas fases liquidas imisciveis. A grande vantagem no recurso a
colunas € a eliminacdo do emprego de dispendiosas centrifugas, uma vez que a separacio de fases
¢ promovida pela gravidade.

Poucos sistemas bifasicos aquosos tém sido testados em colunas de extracdio liquido-
liquido. Os trabalhos encontrados na literatura referem-se a sistemas PEG-Dextrana (SAWANT et
al., 1990), sistemas PEG-Maltodextrina (RAGHAV-RAO et al, 1991) e a sistemas PEG-Sais
(JAFARABAD et al,, 1992a e b; PORTO et al., 1997; 1999).

Dada a escassez de resultados encontrados na literatura, especialmente no que se refere a
aplicagdio de sistemas bifésicos aquosos formados por dois polimeros e a utilizacdio destes em
extragdo continua, torna-se necessario desenvolver novos e menos dispendiosos sistemas para
processamento em grande escala.

A utilizacdo de SBA em colunas tipo Spray (JAFARABAD et al., 1992a e b) e no extrator
Graesser (COIMBRA et al., 1994) tem sido mencionada.
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S3o muito poucos os SBA testados em colunas de discos perfurados rotativos (PRDC). Os
resultados se referem apenas a extracio de cutinase em sistemas micelares (CARNEIRO-da-
CUNHA et al., 1994) e sistemas bifasicos aquosos PEG-Sais (PORTO et al., 1997; 1999) o que
motivou as investigagdes no sentido de caracterizar hidrodinamicamente este novo sistema neste
tipo de coluna.

A necessidade em se desenvolver sisternas mais econdmicos ¢ aplicaveis em processos de
larga escala torna também a PRDC como um candidato atrativo quando se deseja estudar a
transferéncia de massa ja que é de facil construcé@o e nio necessita manutengdes dispendiosas.

Assim, apoOs a caracterizaglio do sistema bifasico em batelada, procedeu-se com os
experimentos em continuo em colunas de discos perfurados rotativos. O sistema selecionado foi o
PEG4000-Policaju, pelas propriedades fisicas e andlise econémica favoraveis, funcionando a fase
rica em Policaju como fase continua e fase rica em PEG como a fase dispersa.

Inicialmente, caracterizou-se hidrodinamicamente a coluna através do estudo do efeito da
velocidade de rotagdio, da velocidade da fase dispersa e do mimero de discos na fracfio retida da
fase dispersa (“hold up”). Em seguida, a transferéncia da albumina de soro bovino da fase dispersa
para a fase continua foi estudada, analisando-se os mesmos pardmetros, ou seja, efeito da
velocidade de rotacdo, da velocidade da fase dispersa e do mimero de discos no coeficiente de
transferéncia de massa e no indice de recuperagio. Estes parimetros constituem fatores
determinantes para a transferéncia da proteina e desempenho do equipamento para possivel

utilizagéio em larga escala.

5.4.1. CARACTERIZACAO HIDRODINAMICA DO EQUIPAMENTO

Um pardmetro muito importante para a caraterizacfio hidrodindmica de um equipamento
de extragfo consiste na fracfio retida de uma das fases, que esta disponivel para a transferéncia de
massa dentro do equipamento, ou seja, 0 “hold up”. Neste trabalho, o “hold up” se refere a fragfo
retida da fase rica em PEG. Significa portanto o percentual da fase rica em Policaju presente no
equipamento capaz de extrair a albumina de soro bovino da fase rica em PEG. Tal medida consiste

em uma informacdo valiosa para a estimativa da qualidade da transferéncia de massa de uma
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unidade de extracio sob condi¢des pré-definidas (COIMBRA, 1995), ja que o desempenho de
uma unidade de extragdo em processo continuo € altamente dependente da quantidade de solvente
que esta presente no equipamento para remover o soluto da alimentaggo.

O “hold up” ¢ um pardmetro que depende do equipamento selecionado, das condigdes
operacionais empregadas e das propriedades fisicas das fases.

O “hold up” esta diretamente relacionado com a quantidade de gotas existentes no interior
da coluna, para uma dada condi¢dio operacional. A formacdo de gotas nfo € um processo simples
e esta diretamente figada as condigbes de agitag8io, isto €, a velocidade de rotagio imposta s fases
no interior do equipamento (SOUZA, 1997).

5.4.1.1. Efeito da velocidade de rotacio na fracio retida da fase dispersa (hold up)

Nos 1ltimos anos, novos tipos de equipamentos de extragiio t€ém sido desenvolvidos para
se obter uma melhor flexibilidade operacional, entre as quais se destacam as colunas com elemento
rotatério, ja que nestes tipos de colunas de extragfio, o contato entre as duas fases depende
primeiramente da velocidade de rotagdio. O ajuste desta varidvel independente pode atingir as
condicdes mais favordveis num processo de extragio.

A influéncia da velocidade de rotacfio na fragdo retida da fase dispersa foi avaliada em
PRDC através da operacio em continuo utilizando os seguintes valores de velocidade de rotagfo:
60, 140 e 220 rpm.

Os resultados obtidos (FIGURAS 43 e 44) mostram que hé um aumento do “hold up” com
o aumento da velocidade de rotacfio para a "tie-line" 1 (9%PEG4000-18%Policaju).

Estudos iniciais com o contador de discos rotativos (RDC) com sistemas 4cido acético-
Agua-metil isobutil cetona também demonstraram o aumento do “hold up” com o aumento da
velocidade de rotagio (VERMIJS & KRAMERS, 1954).

Os resultados obtidos por PORTO (1998) para extragdo de citocromo b5 com uma PRDC
de mesmas dimensdes com sistemnas PEG-Sais de fosfato operando a velocidades de 35, 140 e 220

rpm demonstraram que para valores até 140 rpm houve um aumento na fracdo retida da fase
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dispersa, contudo para valores acima desta velocidade ocorreu uma discreta diminuigio no “hold

-4

up”.
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FIGURA 43- Efeito da velocidade de rotagiio e da velocidade da fase dispersa sobre a fragéio
retida da fase dispersa em PRDC com 03 discos rotativos para o sistema 9%PEG4000-
18%Policaju, pH 6,0
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FIGURA 44- Efeito da velocidade de rotaglio e da velocidade da fase dispersa sobre a fragdo
retida da fase dispersa em PRDC com 04 discos rotativos para o sistema 9%PEG4000-
18%Policaju, pH 6,0
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Para o extrator de palbetas rotativas‘ utilizando o sistema dcido acético-agua-butanol,
observou-se um aumento na fracBio retida da fase dispersa com o aumento da velocidade de
rotacdo de 1 rps a 4 1ps (SOUZA, 1997).

Em processos de extragio utilizando sistemas de duas fases aquosas PEG-Sais de fosfatos
com extrator Graesser para a separacdo de proteinas do soro de queijo observou-se uma
independéncia da fracfo retida da fase dispersa em relag#o a velocidade de rotagio (COIMBRA et
al., 1994).

Estudos realizados por CARNEIRO-da-CUNHA e colaboradores (1994) para extragio de
cutinase utilizando PRDC cormn sistemas rmicelares verificaram que elevados valores de velocidade
de rotagéio (360 rpm) provocaram a formagdo de wina emulsdo estavel, nfio sendo possivel obter a
separacdo de fases.

Para a "tie-line" 2 (11%PEG4000-20%Policaju) nio foi possivel determinar a influéncia
deste pardmetro sobre o “hold up” pois para as velocidades de 60 e 140 rpm ocorreu mundagéo
do equipamento. Segundo REMAN (1951) as condigdes de inundagcdo dependem das
caracteristicas fisicas do sisterna. Provavelmente, a viscosidade da fase Policaju para a "tie-line" 2
dificultou a mistura das fases assim como o baixo grau de agitagfio dos discos perfurados nfo
possibilitou uma mistura adequada a fim de permitir a ascensdo da fase dispersa através da fase

continua até o topo da coluna.

5.4.1.2, Efeito da velocidade da fase dispersa na fracfio retida da fase dispersa (hold up)

para diferentes composicdes do sistema bifisico PEG-Policaju

O efeito da velocidade da fase dispersa foi investigado para valores de velocidade de 2,0,
3,0 e 5,0 mL/min, mantendo-se a velocidade da fase continua constante a 1 mlL/min. A fragio
retida da fase dispersa aumentou com o aumento da velocidade da fase dispersa e diminuiu com o
aumento da composic8o do sistema (FIGURA 45).

KUMAR & HARTLAND (1982) relataram que o tamanho da gota diminui com o
aumento da velocidade da fase dispersa, embora este aumento provoque ¢ aumento do nimero de

gotas, resultando num aumento dos valores da fragio retida da fase dispersa. Efeitos similares
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foram observados para a extragdo de albumina de soro bovino em colunas Spray (SAWANT et
al., 1990; PAWAR et al., 1997; VENANCIO & TEIXEIRA, 1995) ¢ em PRDC (PORTO et al.,
1999).

O aumento do comprimento da "tie-line" de 9%PEG4000-18%Policaju para
11%PEG4000-20%Policaju levou a redugfio da fracdo retida da fase dispersa, embora tenha se
observado um aumento na viscosidade da fase continua (item 5.2.2). Resultados similares foram
obtidos para a extragdo de albumina de soro bovino em colunas Spray com sistemas polimero-
polimero como o sistema PEG-Dextrana (SAWANT et al, 1990) e PEG-Reppal PES
(VENANCIO & TEIXEIRA, 1995), para extracio de enzimas com sistemas PEG-Sais (PAWAR
et al., 1997) e para a extrag8o de citocromo b3 e albumina de soro bovino com sistemas PEG-Sais
de fosfato em colunas PRDC semelhantes a estudada neste trabalho (PORTO et al, 1997,
PORTO et al., 1999).
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FIGURA 45- Efeito da velocidade da fase dispersa e do namero de discos sobre a fragfio retida da
fase dispersa em PRDC para velocidade de rotagdo de 220 rpm para os sistemas 9%PEG4000-
18%Policaju e 11%PEG4000-20%Policaju, pH 6,0

Segundo CLIFT e colaboradores (1978), a medida em que se aumenta a concentragio do

sistema, ocorre um aumento da tensdo interfacial e como resultado, o didmetro da gota aumenta,
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assim como aumenta a diferenca de densidade e viscosidade. O efeito combinado destas
propriedades ¢ que o tamanho médio das gotas e a velocidade da gota aumentem e a fragfo retida
da fase dispersa diminua. Com o aumento da velocidade com que a gota sobe o tempo de
residéncia da gota do PEG diminui, reduzindo a fragio retida da fase dispersa (RAGHAV-RAQO et
al., 1991).

Os valores da fracBo retida da fase dispersa obtidos para o sistema PEG-Policaju em
PRDC foram similares aos obtidos para os sistemas PEG-Sais na mesma coluna (PORTO et al,,
1999) e em uma coluna Spray modificada para a obtengio de valores mais elevados de “hold up”
(PAWAR et al., 1997) ¢ muito superiores aos descritos para colunas Spray utilizando SBA
polimero-polimero (SAWANT et al., 1990; VENANCIO & TEIXEIRA, 1995).

5.4.1.3. Efeito do niamero de discos na fragio retida da fase dispersa (hold up) para

diferentes composic¢des do sistema bifasico PEG-Policaju

A influéncia do miimero de discos sobre a fra¢#o retida da fase dispersa foi investigada para
03 e 04 discos perfurados rotativos. N&o houve uma variacdo significativa da fragfio retida da fase
dispersa com o mimero de discos para os dois comprimentos da "tie-line" (9%PEG4000-
18%Policaju e 11%PEG4000-20%Policaju) estudados, sendo os valores bastante semelhantes
(FIGURA 45).

Nio foi possivel determinar a fragfo retida da fase dispersa para 07 discos rotativos devido
a inundacfio da coluna, provavelmente devido ao elevado ntmero de discos que representou um

obstaculo 2 ascensdo da fase dispersa.

5.4.2. TRANSFERENCIA DE MASSA

O estudo da transferéncia de massa no interior de colunas de extragéio liquido-liquido € de
fundamental importancia para o conhecimento dos seus limites de operagiio. Em PRDC este
estudo foi realizado para os mesmos parametros avaliados para a fragéo retida da fase dispersa, ou
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seja, valores de velocidade de rotagfio, velocidade da fase dispersa, composigio do sistema e
nimero de discos. A influéncia de cada parAmetro sobre a transferéncia da protefna e sobre a

eficiéncia de extracgio, expressa como indice de recuperagiio de KAWASE (1990), foi avaliada

individualmente, mantendo-se constante as demais varidveis.

5.4.2.1. Efeito da velocidade de rotacio no coeficiente de transferéncia de massa (Kda)

Quando duas fases imisciveis estio em contato na extra¢io em contra-corrente, o tarnanho
e a quantidade de gotas que surgem na zona de contato sio governadas principalmente pela
velocidade do rotor. Uma baixa velocidade resulta em grandes gotas, proporcionando pequenas
areas interfaciais e baixas transferéncia de massa. Uma alta velocidade de rotagio permite a
formacgdo de pequenas gotas esféricas , levando altas taxas de transferéncia de massa devido ao
aumento da drea interfacial (STRAND et al., 1962).

Na FIGURA 46 pode-se observar o aumento do coeficiente de transferéncia de massa com
o aumento da velocidade de rotagéio, sendo este aumento mais evidenciado entre 140 e 220 rpm.
O aumento da velocidade de rotagfio melhora a mistura entre as fases e aumenta a area interfacial
por diminuir o tamanho meédio das gotas, promovendo com isso o aumento na taxa de
transferéncia de massa, que ¢ diretamente proporcional a 4rea interfacial.

Os resultados obtidos por PORTO e colaboradores (1997) para extragdo de citocromo b5
em PRDC de mesmas dimensdes com sistemas PEG-Sais de fosfato demonstraram que o

coeficiente de transferéncia de massa foi independente da velocidade de rotagfio.
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FIGURA 46- Efeito da velocidade de rotagio no coeficiente de transferéncia de massa de
albumina de soro bovino em PRDC com sistema 9%PEG4000-18%Policaju, pH 6.0

5.4.2.2. Efeito da velocidade da fase dispersa no coeficiente de transferéncia de massa (Kda)

O efeito da velocidade da fase dispersa no coeficiente de transferéncia de massa estd
ilustrado na FIGURA 47. Os resultados obtidos demonstraram um aumento do coeficiente de
transferéncia de massa com a velocidade da fase dispersa.

Resultados obtidos em coluna Spray por vérios autores (JAFARABAD et al,, 1992 ae b;
RAGHAV-RAO et al., 1991; PAWAR et al., 1997; VENANCIO & TEIXEIRA, 1995) com SBA
tarbém demonstraram um aumento do coeficiente de transferéncia de massa com o aumento da
velocidade da fase dispersa, ja que o tamanho das gotas a altas velocidades € menor e produz altas
dreas de transferéncia de massa. Pelo contrério, os resultados obtidos em coluna PRDC com
sistemas PEG-Sais de fosfato demonstraram uma independéncia do coeficiente de transferéneia de
massa com a velocidade da fase dispersa (PORTO et al., 1999).

Estudos realizados por SAWANT e colaboradores (1990) para a extracfio de albumina de
soro bovino com sistemas PEG-Dextrana em coluna Spray demonstrararn um aumento do
coeficiente de transferéncia de massa com o aumento da velocidade da fase dispersa. A construgfo
do gréfico da taxa de transferéncia de massa por unidade de “hold up” versus a velocidade da fase
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dispersa, no entanto, demonstrou que esta taxa apresentou-se independente da velocidade da fase

dispersa, indicando a independéncia do verdadeiro coeficiente de transferéncia de massa com este

pardmetro.
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FIGURA 47- Efeito da velocidade da fase dispersa no coeficiente de transferéncia de massa de
albumina de soro bovino em PRDC com sistema 9%PEG4000-18%Policaju, pH6,0

5.4.2.3. Efeito da composi¢iio do sistema no coeficiente de transferéncia de massa (Kda)

O efeito da composicio do sistema no coeficiente de transferéncia de massa foi avahado
para dois comprimentos de "tie-line" para o sistema PEG4000-Policaju, pH 6,0. Os resultados
obtidos demonstraram um coeficiente de transferéncia de massa de 0,267 min"' para a "tie-line" 1
(9%PEG4000-18%Policaju) e de 0,239 min" para a "tie-line" 2 (11%PEG4000-20%Policaju), ou
seja, o coeficiente de transferéncia de massa diminuiu com o aumento do comprimento da "tie-
line". Resultados similares foram obtidos para a extragdo de albumina de soro bovino com o
sistema PEG-Reppal PES (VENANCIO et al, 1995) em coluna Spray e PEG-Sais em coluna
PRDC (PORTO et al., 1999) e Spray ( JAFARABAD et al., 1992 a).

De acordo com FORCINITI e colaboradores (1990), a tensfo interfacial aumenta com o

aumento da concentragio do polimero e o efeito total do aumento da viscosidade das fases resulta
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na reducdio da difusibilidade da proteina e no aumento da espessura da camada limite entre as fases
comprometendo a transferéncia de massa. Como consequéncia, o coeficiente de transferéncia de
massa é menor para "tie-lines" maiores.

Estudos realizados por RAGHAV-RAQ ¢ colaboradores (1991) para a extraclio de
albumina de soro bovino em sistema PEG-Maltodextrina com coluna Spray demonstraram que
sistemas que apresentavam maiores valores de viscosidade apresentavam menores valores de
coeficiente de transferéncia de massa.

Os valores obtidos para o coeficiente de transferéncia de massa para a PRDC com o
sistema PEG-Policaju foram semelhantes aos encontrados para sistemas PEG-Sais de fosfato para
a mesma coluna (PORTO, 1998) e superiores aos encontrados na literatura para colunas Spray e
York-Scheibel (JAFARABAD et al, 1992a e b; PAWAR et al, 1997, SAWANT et al., 1990;
VENANCIO & TEIXEIRA, 1995).

5.4.2.4. Efeito da velocidade de rotacio no indice de Recuperagio

Analisando-se a FIGURA 48, observa-se que o indice de recuperacio da albumina de soro
bovino foi praticamente 0 mesmo para as velocidades de 60 e 140 rpm, aumentando um pouco
mais para a velocidade de 220 rpm.

COIMBRA (1991) realizou um estudo da eficiéncia de extragiio em PRDC na purificaggo
de acido latico. O sistema utilizado foi 4cido latico-agua-dlcool isoamilico. A autora observou um
aumento do indice de recuperago do soluto com a velocidade de rotacéo.

Para o extrator de palhetas rotativas utilizando o sistema 4cido acético-dgua-butanol
estudado por RABELO (1995), o aumento da velocidade de rotagio das palhetas também
provocou o aumento do indice de recuperagio de KAWASE (1990).
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FIGURA 48- Efeito da velocidade de rotag3o no indice de recuperagio de albumina de soro
bovino em PRDC com sistema 9%PEG4000-18%Policaju, pH6,0

5.4.2.5. Efeito da velocidade da fase dispersa no Indice de Recuperacio
A FIGURA 49 mostra o efeito da velocidade da fase dispersa no indice de recupera¢éio da

albumnina de soro bovino. Pode-se observar que o indice de recuperagfio foi bastante elevado para

as condicbes testadas e ndo mostrou tendéncia regular com o aumento da velocidade da fase

dispersa.
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FIGURA 49- Efeito da velocidade da fase dispersa no indice de recuperacfo de albumina de soro
bovino em PRDC com sistema 9%PEG4000-18%Policaju, pH6,0

5.4.2.6. Efeito da composigiio do sistema no indice de Recuperaciio

O efeito da composiciio do sistema no indice de recuperacio da albumina de soro bovino
foi avaliado para dois comprimentos de "tie-line" para o sistema PEG4000-Policaju, pH 6,0. Os
resultados obtidos demonstraram indices de recuperac@io bastante semelhantes, 96,7% para a "tie-
line" 1 (9%PEG4000-18%Policaju) e de 95,7% para a "tie-line" 2 (11%PEG4000-20%Policaju).

5.4.2.7. Efeito do numero de discos no coeficiente de transferéncia de massa (Kda) e no

fndice de Recuperagio

O coeficiente de transferéncia de massa e o indice de recuperagio da albumina de soro
bovino em PRDC foi maior para 03 discos perfurados rotativos (0,267 min™ e 96,7%) do que para
04 discos (0,235 min" e 94,5%). Seria de se esperar que um maior grau de agitagio permitisse

maiores taxas de disperso das fases e maior area interfacial para a transferéncia de massa.
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TAMBOURGI & PEREIRA (1993) estudando PRDC com sistema acido acético-agua-
butano! obtiveram uma maior eficiéncia de separagfio para 07 discos do que para 05 discos.

Provavelmente, o aumento do ntimero de discos tenha constituido um obstaculo, ou seja,
um aumento na resisténcia imposta ao escoamento, retardando a ascensdo da fase dispersa até o
topo da coluna, prejudicando a transferéncia de massa e consequentemente a recuperacio da

protefna.

5.4.3. PERFIL DO COMPORTAMENTO DA TRANSFERENCIA DE MASSA EM
EXTRACAO CONTINUA UTILIZANDO COLUNA DE DISCOS PERFURADOS
ROTATIVOS

Nesta secfio estdo resumidas todas as condicdes operacionais € geométricas estudadas para
a transferéncia de massa com o sistema selecionado PEG4000-Policaju, pH 6,0. Para facilitar a
compreensdo dos resultados, cada operagdo de transferéncia de protema para as diferentes
{rariéveis geométricas e operacionais foi designada como “corrida”. Ao total, foram realizadas 7
corridas para otimizacio dos resultados.

As FIGURAS 50-56 apresentam o perfil da extracfio continua da albumina de soro bovino
em PRDC. Pode-se verificar um aumento da quantidade de proteina transferida a partir dos
primeiros 10 minutos da fase rica em PEG (rafinado) para a fase rica em Policaju (extrato) até o
final da extrac8o, apds 55 minutos de operagio e consequente diminuicfio na fase rica em PEG
para todas as corridas realizadas. Embora para todas as corridas os resultados para o indice de
recuperagdo da albumina tenham sido superiores a 90%, a maior transferéncia foi obtida para a
corrida 5 (FIGURA 54), ou seja, para o sisterna 9%PEG4000-18%Policaju em PRDC com 03
discos rotativos a velocidade de 220 rpm e velocidade da fase dispersa de 2 mlL/min, onde se

obteve 98,2 % de recuperacéo da albumina.
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FIGURA 50- Transferéncia de albumina da fase rica em PEG (rafinado) para a fase rica em
Policaju (extrato) - sistema 9%PEG4000-18%Policaju em PRDC com 04 discos rotativos a
velocidade de rotagdo de 220 rpm ¢ velocidade da fase dispersa de 5 mL/min (corrida 1)
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FIGURA 51- Transferéncia de albumina da fase rica em PEG (rafinado) para a fase rica em
Policaju (extrato) - sistema 9%PEG4000-18%Policaju em PRDC com 03 discos rotativos a
velocidade de rotacfio de 220 rpm e velocidade da fase dispersa de 5 ml./min {corrida 2)
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FIGURA 52- Transferéncia de albumina da fase rica em PEG (rafinado) para a fase rica em
Policaju (extrato) - sistema 9%PEG4000-18%Policaju em PRDC com 03 discos rotativos a
velocidade de rotagfio de 60 rpm e velocidade da fase dispersa de 5 mL/min (corrida 3)
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FIGURA 53- Transferéncia de albumina da fase rica em PEG (rafinado) para a fase rica em
Policaju (extrato) - sistema 9%PEG4000-18%/Policaju em PRDC com 03 discos rotativos a
velocidade de rotacdo de 140 rpm e velocidade da fase dispersa de 5 ml/min (corrida 4)
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FIGURA 54- Transferéncia de albumina da fase rica em PEG (rafinado) para a fase rica em
Policaju (extrato) - sistema 9%PEG4000-18%Policaju em PRDC com 03 discos rotativos a
velocidade de rotacio de 220 rpm ¢ velocidade da fase dispersa de 2 ml./min (corrida 5)

. 2000 5
= &
\% 20004 - §
z i 58 EXITAIO % g
e e fase rafinado L 1500 B
o e o
2 OE g £ o
K 4
23 g 8
o & o 5
= 'S —
3 2 1000 F o
o %j 16004 5 =
=] & 5
¥ A
— o~
E - - 500 &
5 500
= 2
< Ny
) +0
1] 60

tempo (min)

FIGURA 55- Transferéncia de albumina da fase rica em PEG (rafinado) para a fase rica em
Policaju (extrato) - sistema 9%PEG4000-18%Policaju em PRDC com 03 discos rotativos a
velocidade de rotagdo de 220 rpm e velocidade da fase dispersa de 3 ml./min (corrida 6)
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FIGURA 56- Transferéncia de albumina da fase rica em PEG (rafinado) para a fase rica em
Policaju {extrato) - sistema 11%PEG4000-20%Policaju em PRDC com 03 discos rotativos a
velocidade de rotagédo de 220 rpm e velocidade da fase dispersa de 5 mL/min (corrida 7)
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5.5. ANALISE ECONOMICA DO SISTEMA

Diversos estudos tém sido realizados com o propésito de se avaliar o impacto econdmico
do recurso as técnicas de particio bifisica aquosa em processos de grande escala para a
purificacdo de moléculas bioldgicas (DATAR, 1986; TIERNELD et al., 1987).

O consumo de reagentes quimicos pode torpar-se o fator determinante no impacto
econdmico de processos em grande escala, pois enquanto os custos com equipamentos aumentam
numa poténcia de 0,6 com o aumento da escala, o consumo de reagentes aumenta linearmente
(PAPAMICHAEL & HUSTEDT, 1994). Segundo DATAR, (1986), o custo dos reagentes pode
chegar a representar até 74% do custo total da produgdio. Por estes fatos, torna-se fundamental
reduzir substancialmente os custos dos reagentes quimicos, quer pelo recurso a novos reagentes,

quer pela implementacdo de técnicas de recirculagio dos mesmos.
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A maioria das aplicagbes em escala industrial das separacdes bifisicas aquosas usa os
sistemas PEG-Sais devido ao baixo custo dos reagentes quimicos utilizados nestes sistemas.
Contudo, a elevada concentragio de sal em ambas as fases, pode prejudicar estruturas sensiveis,
além de apresentar um problema ecologico por sua presenca nos efluentes. Por outro lado, os
SBA constituidos por dois polimeros podem superar estes problemas, destacando-se os estudos
com o sistema PEG-Dexirana, o qual apresenta propriedades fisicas bastante favoraveis, embora o
alto custo da Dextrana fracionada tenha dificultado sua utilizagdo em larga escala (KRONER et
al., 1984). Vdrias alternativas tém sido investigadas, incluindo a Dextrana bruta (KRONER et al.,
1982), maltodextrinas (SZLAG & GIULIANO, 1988) e derivados do amido (JOHANSSON &
JOELSSON, 1985; TJIERNELD et al., 1986). A Dextrana bruta permite uma reducfo significativa
nos custos relativos a Dextrana fracionada (KRONER et al, 1982), mas apresenta uma alta
viscosidade € consequentemente uma lenta separaciio das fases. As maltodextrinas podem ser
obtidas a um baixo custo, embora seus baixos pesos moleculares possam causar problemas de
viscosidade a altas concentragdes (SZLAG & GIULIANO, 1988). Ji os derivados do amido
apresentam excelente capacidade de separagdo, embora uma redugio mais significativa dos custos

seria interessante para torna-los mais competitivos para aplicagdes industriais.

TABELA 25- Prego por quilograma de polimeros empregadas para a formagéo de SBA

Polimero Preco ($/Kg) Referéncia
Dextrana T500 500,00 Sigma Chemical Co., EUA
Dextrana bruta 58,00 Sigma Chemical Co., EUA
Policaju 9,00 EMPRAPA, Brasil
Hidroxipropilcelulose (Kluce L) 13,00 Agqualon, EUA
Arabmogalactana 65,00 Larex Inc., EUA
Hidroxipropilamido (Reppal PES) 20,00 Reppal PES, Reppe Glyckos AB,
Suécia
Hidroxipropilamido (Aquaphase PPT) 21,00 Perstorp AB, Suécia
Maltodextrina 0,98-2.40  SZLAG & GIULIANO, 1988
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A andlise econdmica do novo sistema foi efetuada juntamente com os outros sistemas ja
descritos na literatura a fim de se avaliar a aplicabilidade do Policaju como alternativa viavel para
separacdes biotecnologicas.

A TABELA 25 apresenta o custo de 1Kg de alguns polimeros empregues em SBA ¢ a
TABELA 26 apresenta a comparacdo dos custos de 1Kg de alguns SBA usados ao longo dos
anos. Estes custos foram determinados para uma composicio media (apresentada na mesma
TABELA) obtida a partir das composi¢des empregues por diferentes autores para cada caso. Para
o célculo dos custos dos reagentes, os mesmos foram obtidos a partir de empresas que
comercializam tais produtos ou a partir das referéncias bibliograficas para cada sistema. Para se
obter uma comparagio mais precisa, os calculos foram realizados para pregos fixos de Polietileno
glicol (PEG), obtidos pela Sigma Chemical Co., EUA.

Pode-se observar que o custo do Policaju € bastante competitivo, apresentando um preco
compativel com os demais polimeros avaliados, especialmente com os derivados do amido
(TABELA 25). O novo sistema caracterizado também apresenta um custo viavel frente aos demais
sistemas estudados na literatura (TABELA 26).

TABELA 26- Custo associado a um quilograma de diferentes SBA

Sistema Custo ($/Kg) Referéncia
5%PEG8000-7%Dextrana T500 36,63 ALBERTSSON, 1986
5%PEG8000-7%Dextrana bruta 5.7 KRONER et al.,, 1982
9%PEG4000-18% Policaju 4,2 ————-
9%PEG8000-16% Policaju 43 ——

4%, Hidroxipropilcelulose (Kluce L)-10% 4,0 SKUSE et al., 1992
PEG-PPG(propileno glicol)Pluronic P105

5%PEG8000-16%Arabinogalactana 12,0 CHRISTIAN et al., 1998
4%PEG8000-14%Hidroxipropilamido 4,1 JOHANSSON & JOELSSON,
(Reppal PES) 1985
4%PEG8000-14%Hidroxipropilamido 4,24 TJERNELD et al., 1986
(Aquaphase PPT)

4%PEG8000-22%Maltodextrina 1,52-1,84 SZLAG & GIULIANO, 1988
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Assim, demonstrou-se que o polissacarideo do cajueiro (Policaju) tem potencial como uma
alternativa a Dextrana fracionada e outros polimeros empregues em SBA. Além de ser de ficil
obtengdo e baixo custo, o sistema PEG-Policaju proposto apresentou boa aplicabilidade em
processos de separacdo, possibilitando o desenvolvimento de estudos futuros para aplicages em

larga escala.

5.6. PERSPECTIVAS PARA OS SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

Os sistemas biféisicos aquosos constituem um ambiente singular altamente suave para
estruturas protéicas e oferecem uma poderosa tecnologia de separagéo. O rapido desenvolvimento
dos estudos demonstram que, num futuro breve, particbes com sistemas bifasicos aquosos
poderdo ser calculadas para um grande leque de condigdes. O desenvolvimento de um modelo
termodindmico para a particéo de proteinas, no entanto, torna-se mais dificil devido aos intimeros
pardmetros de equilibrio existentes. Os processos poderdo ser otimizados, podendo-se prever o
comportamento da particio de diferentes estruturas bioldgicas. Este objetivo nfio parece estar
distante, havendo necessidade, porém, do empenho cientifico dentro desta area. Até que se
alcance este objetivo, teremos que se basear em regras semi-empiricas ¢ modelos experimentais
para estes processos de purificagio (ANDREWS et al., 1999).

O desenvolvimento técnico também esta bastante avancado, sendo realizado pela utilizagéo
de equipamentos comercialmente disponiveis e adequados para extragdo. O major obsticulo
parece ser o conhecimento cientifico no que se refere ao comportamento dos polimeros
hidrofilicos em solucio. Embora existam centenas de trabalhos publicados nos ltimos 40 anos, o
dominio do conhecimento em sistemas bifisicos aquosos parece estar restrito a pequenos grupos
cientificos que se expandem em ritmo lento (ANDREWS et al, 1999; KULA, 1990). Estudos
realizados nos Gitimos anos em todo mundo, porém, indicam que esta situacdo estd mudando, o
que significa dizer que cada vez mais novos departamentos de bioengenharia e bioquimica irdo
incluir este assunto em seus cursos de graduacfio e nas praticas laboratoriais. Desta forma, surgird
espontaneamente um maior interesse em se considerar e explorar este processo de separagfo. A

extragiio com sistemas bifasicos aquosos parece ser, na maioria dos casos, a melthor alternativa
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como tecnologia de separagdo nos estagios iniciais, especialmente no que se refere a escala de
operagdo, economia de tempo, niveis de purificagio dos produtos e operagfio em continuo. Ainda,
tem a capacidade de ser facilmente integrada a outras tecnologias de separagio, caso necessario
(ANDREWS et al., 1999; ASENJO, 1990).

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

que se aprender € aumentar os conhecimentos ja existentes com os sistemas bifasicos aquosos.
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6.

CONCLUSOES

Os resultados experimentais obtidos permitiram as seguintes conclusdes:

e Nos estudos para a determinagfio dos diagramas de fases do sistema PEG-Policaju observou-se

um deslocamento da binodal no sentido de menores concentracdes de polimeros para a
formacdo de fases com o aumento do peso molecular do PEG. Por outro lado, nfio houve um

deslocamento significativo da binodal com a variagéio do pH e da temperatura.

O estudo das propriedades fisicas do sistema PEG-Policaju demonstraram que os tempos de
separagdo das fases foram bastante curtos, tornando o novo sistema bastante atrativo para
aplica¢cBes em larga escala. As densidades e viscosidades dos sistemas foram comparaveis as de

outros sistemas polimero-polimero descritos na literatura.

Para os estudos de partigio em batelada utilizando a albumina de soro bovine nio foi possivel
estabelecer uma correlagiio entre o coeficiente de particdo da proteina e o peso molecular do
PEG, enquanto que o aumento do comprimento da "tie-line", assim como a diminuicfo do pH,
provocou a reducdo no coeficiente de particdo. Os resultados obtidos para a adicdo de NaCl
demonstraram uma tendéncia a reducdo do coeficiente de particio com o aumento da
concentracdo do sal, embora em alguns casos o coeficiente de parti¢@o tenha diminuido apenas
para uma dada concentrago do sal, dependendo do sistema estudado e do pH. O aumento da
temperatura demonstrou uma tendéncia a reducfio no coeficiente de particio para os sistemas
testados.

Os estudos de extracio continua com coluna de discos perfurados rotativos utilizando o
sistema PEG4000-Policaju selecionado a partir dos estudos em batelada demonstraram um
aumento da fracdo retida da fase dispersa, do coeficiente de transferéncia de massa e do indice
de recuperagio com o aumento da velocidade de rotagiio. Os mesmos efeitos foram
observados para o aumento da velocidade da fase dispersa, com exceciio sobre o indice de

recuperagdo, 0 qual nfo apresentou uma tendéncia regular com o aumento da velocidade da
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fase dispersa. O aumento da composi¢cio do sistema reduziu o “hold up” e a transferéncia de
massa, embora nfo tenha demonstrado um efeito significativo sobre o indice de recuperacio.
A variacdo do numero de discos nfio teve um efeito pronunciado sobre a fragio retida da fase
dispersa, embora o coeficiente de transferéncia de massa e o indice de recuperago tenbam
sido maiores para 03 discos do que para 04. A anslise do perfil de extracSio continua da
albumina de soro bovino demonstrou que a maior transferéncia de proteina foi obtida para o
sistema 9%PEG4000-18%Policaju para 03 discos rotativos a velocidade de 220 rpm e
velocidade da fase dispersa de 2 ml/min.

e A anilise econdmica demonstrou que o Policaju tem grande potencial como um polimero
alternativo a Dextrana fracionada e que o novo sistema ¢ competitivo com outros sistemas

polimero-polimero descritos na literatura.
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7. SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Uma vez que ¢ dificil a obteng@io de um trabalho totalmente completo, torna-se importante
a apresentacio de algumas sugestdes que possam contribuir para aprofundar a caracterizacio do
novo sistema, o conhecimento das varidveis envolvidas na particio de biomoléculas e um melhor
esclarecimento da hidrodindmica da coluna de discos perfurados rotativos com sistemas bifisicos

aquosos, € em especial, com o sistema PEG-Policaju. Assim, como continuagio do trabalho

efetuado, propde-se:

o Realizar estudos para modificaciio estrutural do polimero, como a utilizago de ligantes
especificos;

¢ FEstudar a adi¢fio de diferentes sais para reducio da viscosidade da fase Policaju e consequente
variagdio do coeficiente de partigdo;

o Estudar a partic8o de outros bioprodutos no sistema caracterizado;

e Avaliar novas varidveis operacionais e geométricas de modo a expandir o conhecimento do
extrator;

¢ Estudar o mecanismo de formagfio de gotas dentro do extrator, j4 que a transferéncia de massa
ocorre entre as gotas da fase dispersa e continua e sabe-se que o comportamento das gotas é de
fundamental importancia na transferéncia de massa;

e Desenvolver estudos sobre a reciclagem dos reagentes neste tipo de extrator a fim de se obter
uma aplicacfio mais econémica;

¢ Estudar formas de recuperacfio dos produtos de interesse separados pelo sistema.
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Abstract:

Aqueous two-phase systems -have found widespread use in biochemical
research for separation and purification of macromolecules, cells and cell particles, In
recent years the agueous two-phase sysiems have also found applications in various
areas of biotechnology. The-two-phase syslems are obtained by combining aqueous
solations of two (waier—solub!e) polymers, differing in their chemical structure, or by
addilion of an organic sait (e.g. sulphqie;or phosphale), at high concentration, to a
solution of a polymer. For separation purposes in the laboratory the polymer-polymer
type of systems has been almost exclusively used, preferentially those consisting of
fractionated dextran and poly{ethylene glycol} (PEG). For the large scale isolation of
enzymes the inexpensive PEG-salt systems have been used. This choice has been
indicated by economic reasons due to the high cost of fractionated dextran. However,
the properties of the PEG-salt systems strongly limit their usefulness for applications
in biotechnology mainly due 1o the high concentration of salt. The polymer-polymer
systems are much more generally useful and allow processes to be carried out at low
salt concentrations. Therefore, new polymers have been introduced io reduce the
costs, A new aqueous two-phase system based on cashew-nut free gum and
poly{ethylene plycol} is described, The exsudate gum from Anacardium occidemtale

. L. is a branched acidic heteropolisaccharide found in all brazilian north-western. It’s
employed locally as a substitute for arabic pum in pharmaceutical uses. In the present
work we have studied the partitioning of a model protein, Bovine Serum Albumin
(BSA) in this new system. Cnide gum was collected as natural exsudate from
cultivated trees in Pernambuco state, Brazil. Clear nodules free of bark were selected
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- to be isolated via ethanol precipitation. Phase diagrams were provided for cashew-nut
tree gum and PEG molecular-weight of 4000 and 8000 at pH 7, 26°C + 2°C. Three

! different tie-lines for each:phase diagram were studied. Influence of poly(ethylene
glycol) molecular weight and tie-line length on protein partition were analysed. The
pariition coefTicient (K) was definided as the ratio between BSA in the upper (PEG)
and lower (cashew-nui lree gum) phases, Protein partition coellicient showed a smalf
increase with decrease in polymer molecular mass and tie-line length also decreased
the partition. Results indicate that this is a potentially useful aqueous two-phase
syslem for protein extraction.
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Abstract

In the present work we have studied the partitioning of a model protein, Bovine
Serum Albumin (BSA) in a new system based on cashew-nut tree gum and poly{ethylene
glycol) (PEG). Phase diagrams were provided for cashew-nut tree gum and PEG molecular
weight of 1500 and 3000 at pH 7, 26°C £ 2°C. Different tie-lines for each phase diagram were
studied. Influence of poly(ethylene glycol) molecular weight, tie-line length and presence of
NaCl on protein partition were analyzed. The partition coefficient (K) was defined as the ratio
between BSA in the upper (PEG) and lower (cashew-nut tree gum) phases. Protein partition
coefficient was only slightly influenced by the PEG molecular mass. The increase in the tie-
line length and the presence of NaCl leaded to a decrease of K. Results indicate that this is a
potentially useful aqueous two-phase system for protein extraction.

1. Intreduction

The partitioning of biomolecules in aqueous
polymer two-phase systems has been studied
extensively during the last decades
(Albertsson, 1986; Walter and Juhansson,
1994). A lot of interest has been focused on
protein partitioning. The use of aqueous
polymer two-phase systems can offer a mild
and low cost separation method for the
purification of a protein from a cell
homogenate. For this purpose PEG-dextran
and PEG-phosphate system are the most
frequently used (Walter ez al., 1985; Tjerneld,
1992). Although inexpensive, the high salt
concentration in both phases of this system
limits its usefulness. The PEG-salt phase
forms only at rather high ionic strength,
which may cause the denaturation of
sensitive biological structures (Kula ef af.,
1989). As a consequence, there 15 a need to

develop new aqueous two-phase systems
suitable for large-scale processes. By
allowing processes to be carried out at low
salt concentrations, polymer-polymer systems
may be more useful than PEG-salt systems.
Since polymers and salts used to generate
two-phase systems alone account for as much
as 75% of the total production cost of an
aqueous-phase extraction (Datar, 1986), it is
necessary to find inexpensive substitutes for
fractionated dextran. Several polymers
(Kroner et al., 1982; Tjerneld et al 1986,
Sziag & Giuliano, 1988) have already been
tested as an alternative to fractionated
dextran.

The exsudate gum from Anacardium
occidentale L. is a branched acidic
heteropolysaccharide found in all brazilian
north-western. It’s employed locally as a



substitute for arabic gum in pharmaceutical
uses (Paula and Rodrigues, 1995).

In this work we describe the partition
behaviour of BSA in a new aqueous biphasic
system. The capacity of cashew gum as a
phase forming polymer is evaluated.

2. Materials and methods

2.1 Polymers

Crude gum was collected as natural exsudate
from cultivated Anacardium occidentale trees
of various localities in Pernambuco state,
Brazil. Common-type plants about 20 years
old yellow cashew producers were utilized.
Poly(ethylene glycol) (PEG 8000), number
average molecular weight of (7-9)x 10° and
PEG 1500 number average molecular weight
of (1,3-1,6)x 10°, were obtained from Sigma
Chemical Co (St. Louis, Mo, USA).

2.2 Proteins

Bovine serum albumin (BSA, isoelectric

point 5.1) with a molecular weight of 67500

Da was obtained from Sigma Chemical Co.
All other chemicals were analytical

grade.

2.3 Purification of Gum

Clear nodules free of bark were
selected to be purified via ethanol by the use
of the Rinaudo-Milas (1991) method.

2.4 Phase Diagrams

The binodal of the phase diagrams,
the demarcation between cashew nut tree
gum/PEG compositions showing monophasic
and biphasic behaviour was obtained by
direct ohservation of two phase formation for
a large number of systems containing varying
concentrations of PEG and cashew-nut tree
gum. These solutions were compounded by
weighed quantities of PEG and gum in
phosphate buffer at pH 7,0. Systems that
displayed a distinct phase/phase interface
were considered biphasic. Phase diagrams
were determined at room temperature. After

preparation systems, the polymer
composition of the top and bottom phases
was analyzed. PEG concentration was
determined according to Skoog, (1979).
Polysaccharide concentration was determined
by measuring reducing sugars (DNS method,
Miller, 1959) concentration after an
hydrolysis step with sulfuric acid.

2.5 Two-phase systems

The systems (total mass 4g) were prepared
from stock solutions of the polymers in
phosphate buffer (pH 7.0). Concentrations of
70% and 50% (w/w) were prepared for PEG
1500 and 4000, respectively. A 30% (w/w)
stock solution of cashew-nut tree gum was
also prepared by dissolving the powder in
phosphate buffer.

For system preparation, polymer
solutions were weighed and mixed with
buffer and 400 pl of a 2 mg/ml BSA solution.
Systems containing salt were prepared by
adding the correct amount of powdered salt to
the previous mixture.

In all systems, the buffer
concentration was 15 mM and the
temperature for phase separation was
2542°C. Phase separation was achieved by
centrifugation, 5 minutes at 500 rpm.

2.6 Phase Partition Coefficient

The partition of protein between the
two phases was determined according to
Bradford (1976). Partition coefficient (K)
was defined as the ratio between upper and
bottom phase concentrations.

It was not possible, in some cases, to
collect a sample from the bottom phase due
to its viscosity. In these cases, protein
concentration in bottom phase was calculated
by mass balance. All partition coefficient
values were determined after three
independent experiments performed in
duplicate.



3 Results and Discussion

3.1 Phase diagrams

The phase diagrams for PEG
8000/Cashew-nut tree gum and
PEG1500/cashew-nut tree gum are shown in
Fig. 1. These diagrams confirms that
Polyethylene glycol and cashew gum
mixtures form two-phase systems when
compounded such that the concentrations of
PEG and Cashew gum exceed the set of
concentrations defined by the binodal. It can
be observed from the graphic that the
concentration of PEG 1500 required to form
two phases with cashew nut tree gum is
greater than that of PEG 8000. The phase
diagram is therefore shifted toward the right
as the PEG molecular weight decreases. This
effect of PEG molecular weight on the
binodal is in accordance with Albertsson
(1986).

25 ;
E . —— Expon. (PEG 1500)
i’ 15 Expon. {PEG 8000) ;
?-5 10 i
S

0 - : : i

0 20 40 60

% Cashew -nut tree gum (w/w)

Figure 1. Phase diagrams for PEG 1500/Cashew-
nut tree gum and PEG 8000/Cashew-nut tree gum
at 25°Cx2, pH 7.0.

3.2 Protein Partition

Several biphasic systems formed by
PEG 1500 or PEG 8000 and Cashew nut tree
gum were tested for the ability to extract
BSA. Polymer compositions of tested
systems are shown in table 1.

Table 1. Compositions (w/w) of PEG-cashew nut
tree gum system with PEG 1500 and PEG 8000

System Tie-line  PEG (%)  Gum (%)
PEG 1500 1 13 21

2 22,5 13,8
PEG 8000 1 9 16

2 11 18

3 13 20

For each system, the folowing effects were
studied: PEG average molecular mass (1500
and 8000) and tie-line length. The presence
of sodium chloride (0.1 M) on BSA partition
was also assayed at a fixed pH (7.0).

3.2.1 PEG Molecular Mass

The results showed in Fig. 2 indicate
that the system studied is slightly influenced
by the PEG molecular mass. The partition
coefficients show no regular tendency for all
the cases studied. Due to an excluded volume
effect, the general tendency expected would
be an increase of the partition coefficients as
the PEG molecular mass decreases. However,
when the polymer molecular mass changes, it
1s necessary to alter the polymer
concentration {e. g., for PEG 1500 a greater
amount of the polymer is needed to form
aqueous two-phase systems than for PEG
8000), which influences the partition
coefficients in the opposite way. Results
obtained by Almeida ef al.,1998 with
cutinase in PEG-hydroxypropy! by system
show the same behaviour as the PEG
molecular mass is increased.
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Figure 2. Influence of PEG molecular mass and
tie-line length in Bovine Serum Albumin partition
coefficient in PEG/Cashew-nut tree gum system
at 25°C+2, pH 7.0

3.2.2 Effect of Tie-line Length

Three tie-lines length for PEG 8000
and two for PEG 1500 were analyzed. The
increase of the tie-line length leads, (Table 1)
to a decrease of K (Fig. 2). This increase is
due to the increasing PEG concentration
which causes a molecular exclusion of the
BSA from the top to the bottom phase. These
results are in accordance with the data
presented by Sturesson ef al. {1990) with two
different proteins in phase systems based on
PEG-Hydroxypropyl starch and Almeida et
al. (1998) with cutinase in also PEG-
Hydroxypropyl starch systems.

3.2.3 Effect of Salt Addition

It is known that salt concentrations
alter the protein partition in aqueous two-
phase systems. To obtain a more complete
characterization of protein partition, the
effect of the addition of sodium chloride to
the system was studied. It can be seen from
Fig. 3 that the presence of this salt decreased
the partition coefficient of BSA. As in other
systems (Albertsson, 1986), it might be
expected that salts do not distribute evenly
between the two phases and that a slight
predominance of the chloride anion in the

upper phase may occur. The upper phase
becomes negatively charged and repels
negatively charged proteins to the lower
phase. Once the isoelectric point of BSA is
5.1, the protein is negatively charged at pH
7.0.

G21%P13%
- EG25%PI3E%

Figure 3. Influence of NaCl addition in Bovine
Serum Albumin partition coefficient in

PEG/Cashew-nut tree gum system at 25°C+2, pH
7.0.

4. Conclusions

The inmitial study of the PEG-Cashew -
nut tree gum system shows that this new
system can be used successfully as a
separation method applied to protein
purification. Molecular weight of PEG, total
polymer concentration and the addition of
salts can be used to manipulate the partition
of molecules between the phases.
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Abstract

The characterisation of a new system based on cashew-nut tree gum, a branched acidic heteropolysaccharide found in
Brazil, and poly(ethylene glycol) (PEG) was studied. Phase diagrams are provided for the PEG-cashew-nut tree gum
system. The influence of PEG molecuiar mass, lie-line length and pH on bovine serum albumin (BSA) partition was
investigated. Protein partition coefficient was little influenced by changing PEG molecular mass. Increasing the tie-line
Tength decreased ihie partition. Increasing the pH also raised the BSA padition coefficient. Jt is shown that systems formed by

PEG and cashew-nut tre¢ gum may be considered as an interesting alternative for use in protein purification.

Bisevier Science BV, All rights reserved.

© 1999

Keywords: Aqueous two-phase systems; Cashnew-nut tree gum; Poly(ethylene glycol}

1. Intreduction

Aqueous two-phase systems (ATPSs) have found
widespread use in biochemical research for sepa-
ration and purification of macromolecules cells and
cell particles [1]. In recent years the ATPSs have
also found applications in varjous areas of bio-
technology. .

The two-phase systems are obtained by combining
aqueous solutions of two (water-soluble) polymers,
differing in their chemical structure, or by addition
of an organic salt {(e.g- sulphate or phosphate}, at
high concentration, 1o & solution of a polymer. For
separation purposes in the laboratory the polymer-
polymer type of system has been almost exclusively

*Corresponding author.

used, preferentially those consisting of [raclionated
dextran and poly(ethylene glycol} (PEG) [1,2]. The
properties of these systems are well studied but high
cost of fractionated dextran prevents the use of this
system in large-scale processes [3]. For the large-
scale isolation of enzymes the inexpensive PEG-salt
systems are been used. This choice has been indi-
cated by economic reasons due to the high cost of
fractionated dextran. However, the properties of the
PEG--salt systems strongly limit their uselulness (or
applications in biotechrology mainly due to the high
concentration of salt, which may cause the denatura-
tion of sensitive biological structures [4]. Another
problem related to the use of PEG-salt systems is
waste disposal. ATP3s based on dextran, starch and
cellulose derivatives have the advantage of biodeg-
radability [5]. As a consequence, there is a need lo
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develop new biphasic systems suitable for large-scale
processes. So, it is necessary lo find inexpensive
substitutes for fractionated dextran with equivalent
partition properties. Several polymers, such as starch
derivatives [6], maltodextrin {7} and cellulose deriva-
tives [8] have been lested as an allernative to
fractionated dextran. The utilisativn of polysac-
charides may have a big impact in the development
of two-phase systems for large-scale purification
6,91

Exudate gum from Anacardium cccidentale L. is a
branched acidic heteropolysaccharide largely found
in Brazil. The polysaccharide is produced in epitheli-
al cells which border the gum ducts and is known lo
be part of the biochemical defences of the plant [10].
The polysaccharide molecular mass (M) is
=110 000 [11]. The gum contains galactose (73%),
glucose (11%), glucuronic acid (6%), arabinose
(5%), thamnose (4%) and mannose (1%) [10]. Nut
production in trees older than 25 years increases after
gum extraction. Given the importance of cashew tree
culture to some regions of Brazil, especially the
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Fig. 1. Structural fragment of cashew-nut tree gum. Gal=
galaciose, R=p-mannose, t-rhamnose, L-arabinose or arabinose
chains with 1,2 linkage. R’.#Dtglucose (gly) or p-glucuronic acid
(ghu. a) [i2).

e

north-west, a study of the gum for biotechnological
application is of potential industrial interest. A
structural fragment of the gum is shown in Fig. 1.
In this work we report on the use of cashew-nut
tree gum. The potential utilisation of this gum as an
aqueous-phase-forming polymer, as well as iis
capacily for prolein separation is evaluated,

2. Experimental

21 . Chemicals

* Crude gum was collected as a natural exudale
from cultivated Anacardium occidentale trees in
various localities in Pernambuco State, Brazil. Com-
mon type plants about 20 years old, yellow cashew
producers were utilised. PEG 8000 and PEG 4000
were obtained from Sigma (St. Louis, MQ, USA).
All other chemicals were of analytical grade.

2.2, Protein

Bovine serum albumin {BSA) with an M, of
67 500 was obtained from Sigma.

2.3. Purification of gum

Clear nodules free of bark were selected to be
purified via ethanol purification by uwse of the
Rinaudo-Millas method as previously described {13].
Precipitation with ethanol permitted the isolation of
the polysaccharide from the monosaccharides and
oligosaccharides, which remained in solution.

24. Phase diagrams

Phase diagrams were determined at room tempera-
ture according to Albertsson’s [I} procedure. The
binodal of the phase diagram, the demarcation
between PEG—cashew-nut lree gum compositions
showing monophasic and biphasic behaviour was
obtained by direct observation of two-phase forma-
tion for a large number of solutions containing
varying concentrations of PEG and cashew-nut tree
guom. Systems that displayed a distinct phase—phase
interface were considered biphasic. The polymer
compositions of the top and bottom phases of various
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Table |

Tie-lines compositions (w/w) and system volume ratio (V) of PEG 4000-cashew-nut tree gum system at pil 6.0

Tie-line System System composition Top phase composition Bottom phase composition
length v, %o (wiw) % (w/w) % (w/w)

Gum PEG H,O Gum PEG H,O Gum FEG H,O
i 1.7 18 9 73 5.52 13.54 80.94 36.35 237 61.28
a° 1.6 20 11 69 1.66 19.23 79.11 43.22 0.63 5615
3” 1.5 ) 22 13 65 0.59 20.24 7947 47,84 1.68 50.48
was performed at pH 6.0. The two curves, which
represent the borderline between one and two phases, ° W PHEG.TH% GUM

. . R EX o LIXPEG-20% GUM

have the same shape but there is a paraliel displace- " o 135PE0- 2% GUM
ment between the lwo. This. means that higher 43
polymer concentrations are needed to obtain two M .:j
phases with PEG 4000, which can be correlated {0 its = 3
lower molecular mass, compared with PEG 8000. a3
This effect of PEG molecular mass on the binodal is e

in accordance with the results of Albertsson [1]. The
same displacement of the binodals was observed by
Vensncio et al. [9] for PEG-solvitose gum of
ATPSs.

The- polymer compositions and volume ratios (V,)
of the tested systems are shown in Tables 1 and 2. It
can be seen that Lhis system forms two phases with
high polymer concentralions. The cashew-nut tre¢
gum is enriched in the denser bottom phase while
PEG is found in the upper phase. The ratio between
the volumes indicate a higher volume of the upper
phase when compared l(? the bottom phase and that
the volume ratio decreases as the TLL increases.

3.2. Protein partition

The partitioning of molecules between the two
phases is a complex phenomenon because of the
involvement of many factors in the interactions
between the solute and the phase forming com-
ponents. This makes the molecular mass and chemi-
cal properties of the polymer and the size and the

Table 2

pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0

Fig. 3. Elfect of tiedine Jength and pH on BSA partition
coelficient in PEG 4000-cashew-nut iree gum system at 27+2°C.
BSA partition coelficient was not determined lor the second (11%
PEG-20% cashew gum) and third (13% PEG~22% cashew gum)
tie-lines since BSA concentrated in the cashew gum-rich botlom
phase at pH 6.0. Typical uncertainty in the K values obtained from
triple samples were approximately 4%.

chemical properties of the partitioned solute of
extreme importance. Due 1o the complexity of the
partitioning phenomenon, it is difficult to predict
protein behaviour and select separation conditions
for a rational planning of experiments {20].

3.2.1. Effect of PEG molecular mass

- The molecular mass of PEG is an hmportant factor
in equilibrium distribution. Figs. 3 and 4 show the
effect of TLL and pH on BSA partition coefficient
for PEG 4000-cashew-nut tree gum and PEG 3000-
cashew-nut tree gum, respectively. In all of the lested
situations, BSA was mainly in the boltom phase

Tie-lines compositions (w/w) and system volume ratio (V) of PEG 8000-cashew-nut tree gum system at pH 6.0

Tie-line System System composition Top phase composition Bottom phase composition
length v, % {w/w) % (wiw) % (w/w)

Gum PEG H,0 Gum PEG - H,0 Gum PEG H,0
| 22 16 2 75 J64 13.33 33.93 39.15 .36 59.99
2° 19 18 I 71 133 19.39 79.28 43.88 .85 55.27
3 1.8 20 i3 67 .35 21.56 78.09 47.37 0.99 5164
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systemns were analysed. PEG concentration was
determined according to Skoog [14]. Polysaccharide
concentralion was determined by measuring reducing
sugars (DNS method [15} -~ concentration alter a
hydrolysis step with sulphuric acid).

2.5. Two-phase systems

The systems (lotal mass 5 g) were prepared from
stock solutions of the polymers in water, 50% (w/w)
cashew-nut tree gum and 50% (w/w) PEG. The
polymers solutions were weighed out and mixed with
water and phosphate buffer (pH 6.0, 7.0 and 8.0), to
the desired pH. The buffer concentration was 15
mM. Visual estimates. of the volumes of top and
bottom phases were made in graduated centrifuge
tubes. The volumes of the phases were then used to
estimate the volume ratio (V,=volume of the top
phase/volume of the bottom phase). The partition
experiments were performed at room temperature
(27+2°C) by mixing systems with 500 pl of a 2
mg/mi ‘albumin solution. The systems were well
vortex-mixed for 5 min and then centrifuged at 236 g
for 5 min lo obtain two clear phases.

The study of protein partitioning in PEG-cashew-
nut tree guin systems was carried out at pH 6.0, 7.0
and 8.0 with PEG 4000 and 8000 and for different
tie-line lengths (TLLs) by varying the PEG and gum
concentrations. The TLLs were measured directly
from the phase diagrams. The assays were performed
in triplicate.

2.6. Frotein partition coefficient

Protein concentration on the top phase was de-
termined according to Bradford [16] and partition
coefficient (K) was defined as the ratio between BSA ,
in the upper (PEG) and lower (cashew-nut tree gum)
phases. Samples of the top phase were diluted in
water, when necessary, and the protein concentration
analysed. The protein concentration of the bottom
phase, due to its viscosity, was calculated from mass
balance, according to Ven3ncio et al. [6] and Al-
meida et al. {17]). The protein concentration of the
phases was determined for a set of three independent
systems.

3. Results and discussion

In order to use polymer—polymer ATPSs in large
scale biotechnical processes it is necessary o de-
velop low cost polymers, which can replace fraction-
ated dextran. Crude dexiran has been used as phase-
forming polymer for enzyme extractions [20]. Crude
dextran, however, {orms bollom phases with higher
viscosity compared 10 the corresponding phases with
dextran. Thus, crude dextran has to be hydrolysed in
order to be efficient. The PEG-salt systems, which
.have been preferentially used for large-scale ex-
tractions {21], have several limitations. Most proteins
partition strongly lo the salt-rich bottom phase and
the salt concentration in both phases is so high that it
may deslroff sensitive biological struclures. We have
studied a low-cost polymer, the cashew-nut tree gum,
with the aim of finding a new ATPS.

Several ATPSs formed by cashew-nut tree gum
and PEG were tested for their effectivness in the
separation process. For each system, the following
effects were studied: pH (6.0, 7.0 and 8.0), PEG
average molecular mass (4000, 8000) and tie-line
length.

3.1. Phase diagrams

The molecular mass of PEG is an important lactor
in equilibrium distribution. Phase diagrams for PEG-
cashew-nut tree gum with different molecular mass
PEG are displayed in Fig. 2. Once the binodal did
not show a significant displacement with pH changes
(data not shown), characterisation of phase diagrams

~--a.- Expon. (PEG 4000)
—=— Expon. (PEG 3000)

% of PEG (wiw)

0 10 20 30 40 50 60
% of Cashew-nut tree gum (wiw)

Fig. 2. Phase diagrams for PEG-cashew-nut tree gum systems at
27+2°C, pH 6.0
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cashiew-nul treg gum pPOSSESSEs an econoinic advan-
tage. The PEG-cashew-nut tree gum system has a
competitive price, almost the same of PEG-crude
dextran system. Also, cashew-nut tree gum is a
natural product largely found in Brazil, which faciii-
1ales jts use in industries that require products free of
chemical contaminants.

4. Conclusions

Agueous polymer phask diagram and biomolecule
partitioning can be induenced by many factors
including polymer coincentration, molecular mass
and pH.

It was observed that increasing polymer molecular
mass from 4000 to 8000 led to iower polymer
concentrations required for phase separation. The
partition coefficient of BSA- was little influenced by
changing PEG average molecular mass. Increasing
the TLL {polymer concentrations) promoted a de-
crease in parlition coefficient of the protein. Increas-
ing the pH also raised the BSA partition coefficient.

The initial characterisation of this new system
based on cashew-nut tree gum and PEG showed that
cashew gum is of potential utilisation as an aqueous-
phase-forming polymer.

The availability of a new inexpensive polymer for
phase partitioning makes it economically possible to
use it together with PEG for the separation and
purification of biomolecules. Research on the in-
fluence of other parameters on the protein partition-
ing in this system is in progress.
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BFRPEG-H6% GUM
TIIRPEG- 1% GUM
B IINFEG-20% GUM

~LnK

pH 6.0

pH70  pHBZO-

Fig. 4. Bffet of tfieline length and pH on BSA partition
coefficient in PEG 8000—cashew-nut tree gum system at 27:£2°C,
BSA partition coefficient was not determined for the second (11%
PEG-18% cashew gum) and third (13% PEG--20% cashew gum)
tie-lines since BSA concenirated in the cashew pum-tich bottom
phase at pH 6.0. Typical uncertainty in the K values obtained from
triple samples was =~3.5%.

under the experimental conditions studied. It was not
possible to determine BSA partition coefficient for
the second and third tie lines at pH 6.0 for either
PEG 4000 or 8000 since BSA was not detected in
the PEG-rich upper phase.

The resujts indicate that the system studied is
slightly inlluenced by the PEG molecular mass. The
partition coelficients show no regular tendency and
are similar in all cases.

The effect of polymer molecular mass is usuvally
altributed to the increasing number of hydrophilic
end groups on shorter PEG chains, which reduces the
gverall hydrophobicity [21], and to the excluded
volume effects that increase with increasing polymer
molecular mass. Due to these effects, the general
tendency expected would be an increase of the
partition coefficients as the PEG molecular mass
decreases. However, it is imporiant to bear in mind
that by changing the polymer molecular mass, one
needs to aller the polymer concentration, which

influences the parlition coefficients in the opposite -

way. Still, as the PEG molecular chain decreases, its
hydrophilic character becomes stronger {7]. There-
fore, and considering the hydrophilic character of
albumin, PEGs of lower molecular mass should
increase the protein alfinity for the PEG-rich phase.
However, this tendency was not observed for BSA
partitioning, probably due (o the charge of the
cashew-nut tree gum. This fact could explain the
fittle influence of variation of PEG molecular mass
from 8000 to 4000 in the BSA partition coefficient.
Christian et al. [22]} also studied the influence of
PEG molecular mass upon the partition coefficient of

BSA in PEG-arabinogalactan systems. Altering the
molecular mass of the PEG had no very significant
effect upon the partition coefficient.

3.2.2. Effect of tie-line length

This effect is related to the influence of the
distance from the critical point on the partitioning
behaviour of proteins in agueous two-phase sysiems.
Near the critical point, the K valve should be close to
1 {1] which is confirmed by most of the resulls
shown in Figs. 3 and 4. The increase of the TLL
leads, in most cases, to a decrease of K. This
increase is due to the increasing PEG concentration,
which causes a molecular exclusion of the BSA from
the top to the bollom phase. These results are in
accordance with the data presented by Sturesson et
al. [3] with two different proteins in phase systems
based on PEG-hydroxypropyl starch and Almeida et
al. [17] with cutinase in also PEG-hydroxypropyl
starch systems.

3.2.3. Effect of pH

Although the K value shows little changes by
changing the system pH, an increase of this parame-
ter can be delected as the pH is increased from 6.0 to
8.0 (Figs. 3 and 4). Similar results for BSA partition-
ing were observed by Vendncio et al. {9] in PEG-
solvitiose gum systems and Christian et al. [22] in
PEG-arabinogalactan systems.

3.3. Economics
The cost of the polymer—polymer (wo-phase sys-

tem studied was compared (o that of other systems
(Table 3). The cost of this new syslem shows thal

Table 3

Costs of ! kg of different aqueous two-phase systems

System JUS
9% PEG 8000-16% cashew-nut tree gam 5.927
9% PEG 4000-18% cashew-nut tree gum 6.01"
5% PEG 8000-7% dextran T500 35
5% PEG BO00O-7% crude dextran 57
5% PEG 8000-14% hydroxypropyl starch .47
5% PEG 8000--16% arabinogalactan 12°

" CNPCa-EMBRAPA experimental plantation, Pacajus, Ceard.
Brazil.

¥ Sigma, S$t. Louis, Mo, USA.

© Shearwater Polymers, Huntsville, AL, USA.

* Larex, 5t. Paul, MN, USA.
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PARTICAO DE

- ALBUMINA DE

SORO BOVINO EM
UM NOVO SISTEMA
. K
BIFASICO AQUOSO
CONSTITUIDO POR

GOMA DE
CAJUEIRO E
POLIETILENO
GLICOL
L. A. Sarubbo', L. A. Oliveira’, L. E D. Vieira?,
A. L. F Porto?, E. B, Tambourgi' ¢
- (. M. Campos-Takaks’

Abstract
Aqueous two-phase systems have found widespread
use in biochemical research for separation and
putification of macromolecules, cells and cell
particles. In recent years the aqueous two-phase
systems have also found applications in various areas
of biotechnology, specially when utilising low-cost
biphasic systems, as the new aqueous two-phase
system based on cashew-nut tree gum and

poly(ethylene glycol) (PEG). The exsudate gum
from Anacardinm occideniale. 1s a branched acidic

hctcropolisaccha:ide found in brazilian north- 3

western. 1t's employed locally as a substitute for
arabic gum in pharmaceutical uses. Crude gum was
collected as natural exsudate from cultivated trees
in Pernambuco state. Clear nodules free of bark

Departamento de Sistenas Quimicos ¢ Informatica UNICAM P,
Laboratério de Imunopatologia Keige Asami, LIKA-UFPE?,
Departamento de Quimica-UNICAP * Departamento de
Morfolofia e Fisiologia Animal - UFRPE’

were selected to be isolated via ethanol precipitation.
Phase diagrams were provided for cashew-nut tree
gum and PEG molecular weight of 4000 at pH 6,0,
7,0 and 8,0 25°C. Three different tie-lines were
studied. Influence of pH and tie-line length on
protein partition were analysed. Protein partition
coetficient increased with decrease in tie-iine length.
Athough small, an increase in parttion coetficient
was observed with pH increase in all tested systems.

Key words: aqueous two-phase system, cashew-nut
tree gum, liquid-liquid extraction

Resumo

Os sistemnas bifasicos aquosos tém sido latgamente
utilizados na pesquisa bioquimica para a separagio
e purificacio de macromoléculas, células e particu-
las celulares. Nos altimos anos, os sistermas bifasicos
aquosos também tém encontrado aplica¢des em
diferentes dreas da biotecnologia, especialmente no
que se refere a utilizagdo de sistemas alternativos de
baixo custo, como o sistema bifasico aquoso cons-
tituido por goma de cajueiro e polietileno giicol
(PEG). O exsudato de Awacardiun: occidentale consis-
te num polissacarideo dcido largamente encontra-
do no Nordeste brasileiro, onde é empregado como
substituto da goma ardbica para uso farmacéutico.
A goma bruta foi coletada como exsudato naturai
de drvores cultivadas no estado de Pernambuco. No-
dulos livres de cascas foram selecionados para o
processo de isolamento da goma, via precipitagio
por etanol. Foram estabelecidos diagramas de fases
para o sistema goma do cajueiro e polietileno glicol
4000 nos pH’s 6,0, 7,0 e 8,0 a 25°C. Trés diferentes
“tie-lines” foram estudadas. Analisou-se 2 influén-
cia do pH e do comprimento das “tie-lines” no
coeficiente de partigio da proteina. O coeficiente
de parti¢io da proteina aumentou com a diminui-
¢do do comprimento da “tie-line”. Embora discre-
to, houve um aumento do coeficiente de particio
com o aumento do pH em todos os sistemas testa-
dos. -

Palavras-chave: sisternas bifasicos aquosos, goma
do cajueiro, extragio liquido-liquido
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extracio liquido-liquido, utilizando-se sis

temas de duas fases aquosas, tem sido um

tépico de grande interesse nestes Ultimos
anos e fol primeiramente descrito na literatura por
Beijerinck (1896), quande se descobriu que gelati-
na, agar e agua misturados a certas concentracdes
formavam um sistema bifasico. Por volta dos anos
50, ALBERTSSON descobriu que polietileno glicol
(PEG), fosfatos de potéssio e 4gua, assim como
PEG, dextran e dgua formavam sistemas de duas
fases (DIAMOND & HSU, 1992). Entre os siste-
mas bifasicos aquosos mais estudados em partigio
aquosa, destaca-se o sistema PEG-dextran, que apre-
senta, no entanto, o grande inconveniente do eleva-
do custo do dextran. Esse polimero pode ser obti-
do por um processo fermentativo ou, diretamente,
por sintese enzimitica e por sintese quimica
(HARRIS & YALPANI, 1985). Porém quase todas
as preparagdes comerciai$ sdo obtidas pela via
fermentativa, e gsta, por sua vez, representa um ele-
vado custo. Para combater a falta de competitividade
econdmica dos sistemnas bifasicos constituidos por
dextran ¢ PEG, tem-se recorrido, quase exclusiva-
mente, a sistemas PEG-sais. Sistemas bifasicos
PEG-sais apresentam, no entanto, aiguns proble-
mas que limitam a sua aplicabilidade. Esses siste-
mas se formam com elevadas concentragdes de sal
em ambas as fases, o que pode causar a desnaturagio
de estruturas biologicas (LIN et al,, 1996; KULA,
1989). Outra forma de evitar o inconveniente do
elevado custo associado ao sistema PEG-dextran
reside na utilizagdo de polimeros alternativos. Nos
ultimos anos, um elevado nimero de polimeros tem
sido testado com vistas a aplicagdo em sisternas
bifsicos aquosos.

O extrato do cajueiro, produzido pela
Anacardinm occidentale, planta nativa do Nordeste bra-
sileiro, consiste num heteropolissacarideo ramifica-
do (arabinogalactana 4cida) exsudado naturalmente
do tronco e ramos da drvore como uma goma ou
resina de coloracio amarelada e soluvel em dgua, a
qual apresenta um grande potencial de industriali-
zacio (PAULA & RODRIGUES, 1995). Existem
estudos da goma do cajueiro com arvores brasilei-
ras, destacando-se o estado do Ceara como maior

produtor do pais (RODRIGUES et al., 1993,
PAULA & RODRIGUES, 1995). A goma do caju-
eiro é constituida principalmente por unidades de
galactose, arabinose, glicose, acido urdnico, manose
e xilose. Estudos recentes {(PAULA &
RODRIGUES, 1995) sobre propriedades reologicas
da goma do cajueito mostraram que esta é uma goma
de baixa viscosidade e encontra dentro dos valores
exigidos para a formacao de uma dispersao de fases
adequada para aplica¢ao em sistemas bifasicos. No
presente trabatho, estudou-se a particio de uma pro-
teina modelo em um novo sistema bifasico aquoso
de baixo custo, constituido por goma de cajueiro e

polietileno glicol (PEG).

- MATERIAIS E METODOS

Polimeros: polietileno glicol 4000, peso molecular
3,5-4,5 x 10, foi obtdo da Sigma Chemical Co (St.
Louis, Mo, USA). A goma foi coletada como
exsudato natural de arvores de Awngcardinm occideniale
de diferentes localidades do estado de Pernambuco.
Proteinas: alburnina de soro bovino (BSA), de peso
molecular 66.500-67.500 Da (pI= 5,1), foi obuda
da Sigma Chemical Co (St. Louis, Mo, USA).
Isolamento da goma: a goma bruta (isenta de cas-
cas € folhas) foi submetida ao método de
DELGLOBO (1993) modificado: 2 goma for tritu-
rada e dissolvida em solugdo aquosa a 20%, sendo
filtrada em tela de serigrafia e precipitada com etanol
comercial (3x vol.). O precipitado assim obtido foi
deixado em tepouso “overnight” a 4°C ¢ novamente
filtrado e lavado com etanol concentrado. O preci-
pitado assim obtido foi submetido 4 secagem em
estufa a 35°C. O processo permitiu um rendimento
de 85-90% em goma.

Preparacio dos sistemas bifasicos aquosos: fo-
ram preparados sistemas de duas fases aquosas,
goma do cajueiro e PEG em tubos de centrifuga
graduados (15 ml), massa total de 8g, por pesagem
das quantidades apropriadas de solugbes concen-
tradas de PEG (50% p/p) e goma do cajueiro (30%
p/p) em tampao fosfato, de forma a obter os pH’s
desejados (6,7 e 8), obedecendo 4 relagio entre
fosfato monobasico e dibisico. O contetdo desses
tubos foi agitado num vértex e, em seguida,
centrifugados a 500 rpm, durante 5 minutos.
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eterminagio dos diagramas de fases: os dia-
ramas de fases foram estabelecidos, tendo como
ase a metodologia deseavolvida por
\LBERTSSON (19806): sistemas obtidos experi-
rentalmente pela mistura de diferentes concentra-
Ses de polietileno glicol e goma do cajueiro foram
ubmetidos 4 analise de PEG e goma em ambas as
ases. Dessa forma, uma série de composigdes pet-
o da curva de equilibrio de fases (binodal) foi obt-
la e a concentracio dos polimeros plotada forne-
-endo a binodal do sistema. Como coavencio, a
-onceatragio do polimero que se distribul favora-
relmente na fase inferior € plotada na abscissa ¢ a
-oncentracio do polimero que se distribui prefe-
-encizlmente na fase superior € plotada na ordena-
da. Apds a determinagio do ldiagrama, trés “tie-
lines” de trabatho para todos 6s pH estudados fo-
ram selecionadas: goma 18%-PEG 9%, goma 20%-
PEG11% e goma 22%-PEG 13%.

Hidrolise do polissacarideo: para as andlises dos
monossacarideos presentes num polissacarideo, é
usual efetuar sua hidrdlise. A um tubo de ensaio
rosqueado adicionaram-se 5g de amostra devida-
mente diluidas e T ml de dcido sulfarico concentra-
do. Essa solucio foi agitada e colocada em banho a
100°C, durante 60 min. Apoés a hidrélise, as amos-
tras foram resfriadas 4 temperatura ambiente e neu-
tralizadas a pH 6-7 pela adicio de NaOH. Apos a
neutralizacdo, o volume do hidrolisado foi comple-
tado para 25 mi em balio volumétrico e a concen-

tracio de agticares redutores determinada pelo me-
todo de MILLER (1959).

Analise dos constituintes do sistema: a concen-
tracio de PEG foi determinada de acordo com o
método desenvolvido por SKOOG (1979). O con-
teudo de carboidratos da goma do cajueiro foi de-
terminado pelo método de DNS (MILLER, 1959).

Partigio da proteina: 500! de albumina de soro
bovino {2mg/ml) foram adicionados aos tubos e o
conteudo agitado num vortex e, em seguida,
centrifugados a 500 rpm, durante 5 minutos. A con-
centra¢io de proteina na fase superior foi determi-
nada segundo BRADFORD (1976). Dada a maior
viscosidade da fase inferior (goma) dos sistemas
bifisicos em estudo, a concentracio de proteina na
fase inferior foi determinada por balango material a
partir das concentracdes de proteina determinadas
para a fase superior € para a solucio concentrada de
proteina adicionada inicialmente. Em seguida, de-
terminou-se 0 coeficiente de partigio da proteina
(1K), definido como a razdo entre a concentragio de
proteina na fase superior (PEG) e inferior (goma
do cajueiro).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os diagramas de fases do sistema PEG4000/
goma do cajueiro nos diferentes pH estio apresen-
tados na Figura 1.

% PEG 4000 (p/p)

" Expon. (pH &
s Expon. (pH 7)
= Expon. (pH 8)

“Fieira 12 Dhiacramas de fases do sistema PEG4A000/ coma do caueiro EIOS.:L‘).H.’S ()7c8
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Analisando-se o comportamento do siste-
ma frente aos diferentes pH’s, ndo houve um deslo-
camento das binodais. Ainda nao foram encontra-
dos na literatura dados acerca da influéncia desse
pardmetro sobre a binodal em sistemas polimero/
polimero, o que nos leva a acreditar na estabilidade
desses sistemas frente a variagGes do pH.

Devido & complexidade dos fendmenos de
partigdo, ¢ dificil prever o comportamento da pro-
teina e selecionar as condicoes de separacio para se
plaﬁle';ér um experimento {(HACHEM, ANDREWS
& ASENJO, 1996).

Analisando-se a influéncia do comprimento
da “tie-line”” para o mesmo pH no coeficiente de
particio da albumina, observou-se uma tendéncia 2
diminuicio do coeficiente de partigio com o au-
mento da “tie-line” para os trés valores de pH tes-
tados (Figura 2). Os resultados da influéncia da “tie-
Jine” no coeficiente de particio encontrados na li-
teratura para sisternas polimero/polimero obede-
cem a0 mesmo perfil. Estudos realizados com a
cutinase em sistema PEG 8000/ hidroxipropilamido
brute demostraram um leve decréscimo com o au-
mento da “tie-line”. Esse aumento da particio se
deve ao aumento da concentragio de PEG, que cau-
sa a exclusio molecular da proteina da fase superior
(ALMEIDA et al., 1998).

STURESSON, TJERNELD &
JOHANSSON (1990) estudaram o efeito da con-
centragao do polimero na partigiao da glicose 6-P-
desidrogenase e lactatodesidrogenase em sistemas
PEGS8000/ Aquaphase PPT. Assim como no siste-
ma PEG/Dextran, as enzimas se concentraram,
preferencialmente, na fase inferior, com © aumento
da “tie-line”.

Vale salientar, entretanto, que um compor-
tamento diferente também pode ocorrer, pois ou-
tros efeitos podem estar envolvidos. Por exemplo,
além do efeito da exclusio PEG, deve ser conside-
rada também a afinidade da proteina pela fase
hidrofébica, que pode ser mais pronunciada, levan-
do a um comportamento contririo na partigdo

(ALMEIDA et al., 1998).

T IWGI8% PO
[ EIGH% P11% |

@22% ?]3‘5711

% BSA FS

pHGD

pH78  pHBO

Figura 2 - Paraciio de albumina de soro bovine (BSA) no
sistema PEG 4000/goma do cajuciro nos pHs a 25 C (FS =
fase supetior)

O pH é um fator crucial no comportamento
da parti¢do de uma dada proteina e deve estar sem-
pre relacionado com o ponto isoelétrico da mesma.
Analisando-se os diferentes plis (6,0, 7,0 ¢ 8,0}, ob-
servou-se que o aumento do pH provocou umaleve
tendéncia para a albumina de soro bovino se
patticionar mais na fase superior, na “‘tie-line” mais
curta (Figura 2). VENANCIOQ e colaboradores
(1995) realizaram estudos de particio de albumina
de soro bovino em sistemas PEG/ Goma de guar,
em condicoes semelhantes as descritas neste traba-
tho, para dois PEG’s (4000 ¢ 8000) nos pH’s 6,0,
6,8 ¢ 8,0. Os resultados demonstraram um leve au-
mento no coeficiente de particiio com o aumento
do pH em todos os sistemas testados. VENANCIO
e colaboradores (1995) ainda reportaram que as
intera¢des hidrofobicas sio maiores no pH perto
do ponto isoelétrico da proteina. Para a albumina,
cujo ponto isoelétrico é de 5,1, nota-se urna varia-
cio significativa do coeficiente de particio do pH6
para os demais, ja que esse pH se encontra mais
proximo do ponto isoelétrico da proteina.
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Protein mass transfer studies on a perforated rotating disc contactor using the
PEG-Cashew nut tree gum aqueous two-phase system
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Abstract The characterisation of bovine serum albumin (BSA) mass transfer mechanisms in a
perforated rotating disc contactor (PRDC) using an aqueous two-phase system composed of
poly(ethylene glycol) and a polysaccharide, the Cashew nut tree gum, was described. The
poly(ethylene glycol) rich phase was used as the dispersed phase and protein transfer took place
from the dispersed to the continuous phase. The effect of dispersed phase velocity, system
composition and discs rotation speed on either protein mass transfer coefficients or column
holdup was studied. We found that the dispersed phase holdup and the overall mass transfer
coefficient increased with increasing the dispersed phase velocity and discs rotation speed. The
increase in system composition (tie-line length) decreased the protein mass transfer coefficient.

Key words: PRDC, liquid-liquid extraction, rotating disc contactor, mass transfer coefficients

List of symbols

(- concentration of BSA in phosphate-rich phase (ing/ml)

C,~ concentration of BSA in PEG-rich phase (mg/ml)

C,~ concentration of BSA in PEG-rich phase at the column inlet (mg/ml)
C,o- concentration of BSA in PEG-rich phase at the column outlet (mg/mi})
H- dispersed phase holdup

K ;.- mass transfer coefficient (min™)

K- partition coefficient

VI>- dispersed phase velocity (mi/min)

1 Introduction

The application of aqueous two-phase systems to the large-scale purification of proteins implies
the consideration of continuous counter —current operation in the design of such a process {(Joshi
et al., 1990). This mode of operation may reduce fixed and variable costs, increase space-time
yield, maintain high yields of labile proteins and allow process automatization and the continuous
recycling of process chemicals (Hustedt and Papamichael, 1988). Single or multi-stage
equipment of conventional liquid-liquid extraction can be applied for extraction using aqueous
two-phase systems (ATPS). Mixer-settler designs have been successfully operated continuously,
offering one theoretical stage for protein purification (Papamichael et al, 1992). Multi-stage
installations were described by use of spray, York-Scheibel, packed bed or pulsed sieve plate
columns (Save et al., 1993; Patil et al., 1991).




Another tool for liquid-liquid extractions is the rotating disc contactor (RDC). Reman
(1951) first proposed the use of an RDC, which was composed of a cylindrical tube with spaced
stator discs and plain rotating discs, each pair constituting a “stage”. Reman (1951) found that
flood conditions in the column were strongly dependent on the liquid system (two-phase) and that
mass transfer efficiency of each stage did not change with scale-up.

Several authors studied both geometric and structural aspects of rotating discs contactors
with plain discs. Laddha et al. (1978), for example, studied the hydrodynamics for systems with
and without mass transfer.

Perforated rotating discs were used by Pope and Shah (1971). The perforated rotating disc
contactor (PRDC) with stator rings was similar to the RDC studied by Reman (1951). Pope and
Shah (1971) found that the perforations cause an increase in mass transfer rates and efficiency.
Tambourgi (1989) using a PRDC without stator rings studied in detail the effect of perforated
area in rotating discs on the hydrodynamic behaviour, axial dispersion, flooding conditions and
power consumption.

Only a small number of ATPS have been tested in PRDC. Reported results refer to PEG-
salt systems (Porto et al., 1997; 2000). In order to design a PRDC for protein separation, data on
mass transfer coefficients of the protein and dispersed phase holdup is required.

In this work, the characterisation of BSA mass transfer in a laboratory PRDC using a new
and inexpensive polymer-polymer system the PEG-Cashew nut tree gum system previously
described (Sarubbo et al., 2000), is reported. BSA mass transfer takes place from the PEG-rich
phase to the Cashew nut tree gum-rich phase. The PEG-rich phase will be used as the dispersed
phase.

2 Materials and methods
2.1 Chemicals

Crude gum was coilected as natural exudate from cultivated Anacardium occidentale trees
of various localities in Pernambuco State, Brazil. Common-type plants about 20 years old yellow
cashew producers were utilised. Poly (ethylene glycol) (PEG) 4000 was obtained from Sigma
Chemical Co (St. Louis, Mo, USA). All other chemicals were analytical grade.
2.2 Protein

Bovine serum albumin (BSA) with a molecular weight of 67 500 was obtained from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).

2.3 Purification of gum

Clear nodules free of bark were selected to be purified via ethanol purification by use of
the Rinaudo-Millas method previously described (1991).

2.4 Preparation of phase systems

Phase systems (700g) were prepared by weighing quantities of stock solutions of the
polymers in water, 30% (w/w) cashew-mut tree gum and 50% {(w/w) PEG. The polymers



solutions were weighed out and mixed with water and phosphate buffer (pH 6.0). The buffer
concentration was 15 mA4. The partition experiments were performed at room temperature {25°C
+ 2). The mixture of the components was stirred for 1 hours to equilibrate. Two tie-line lengths
were studied: the first, 18% (w/w)PEG4000 / 9% (w/w) Cashew-nut tree gum and the second,
20% (w/wWYPEG4000 / 11% (w/w) Cashew-nut tree gum

2.5 Experimental apparatus

The perforated rotating disc contactor was made of Perspex tube 32-mm i.d and 16 mm
high. Three perforated discs equally separated were mounted on a central shaft, which was
rotated at different velocities (60, 140 and 220 rpm). The perforated discs were 30 mm in
diameter and drilled with 06 holes of 60-mm diameter (disc free area for flow 21 %). the column
was maintained at room temperature (25° C32).

2.6 Experimental procedure

Fractional holdups of the dispersed phase (PEG) and the mass transfer coefficients were
measured in a perforated rotating disc contactor (PRDC) for different dispersed phase velocities.
The column was operated in a continuous mode. The flow rates of dispersed, continuous,
raffinated and extracted phases were maintained constant by using two multi channel peristaltic
pumps with a flow of 1.0 ml/min for the continuous phase while the dispersed phase velocity
varied for values of 2.0, 3.0 and 5.0 ml/min. The samples were collected from the extracted and
raffinated phases at 10, 20, 30, 40, 50 and 55 minutes.

2.7 Dispersed phase holdup determination

To determine the fractional dispersed phase holdup (H), the total volume of the aqueous
two-phase system and the volume of dispersed phase were measured after the steady state was
achieved. The fractional holdup of the PEG phase was calculated from the expression:

H = volume of dispersed phase/ volume of the aqueous
two-phase system

2.8 Partition coefTicient determination

The partition coefficients, which were need to compute overall mass transfer coefficients,
were determined by the mean of the partition coefficients determined from the samples of the
raffinated and extracted phases collected after steady state was achieved. The BSA content was
determinate by the Bradford method (1976).The partition coefficient {X) was calculated as:

K= Cu/C

Where C, and C are the concentration of BSA in the raffinated (PEG) and extracted (Cashew-nut
tree gum) phases, respectively.



2.9 Mass transfer determination

To determine mass transfer coefficients, in addition to measure partition coefficients, the
transfer rate of BSA from the PEG phase to the Cashew nut tree gum phase needed to be
measured. This was done by monitoring the concentration of BSA at the inlet and outlet of the
column. BSA was directly dissolved in the PEG-dispersed phase to a final concentration of
(2mg/ml). This solution was then pumped at a known flow rate. Samples of the phases were
collected and analysed for BSA content.

The mass transfer coefficient was expressed in terms of the concentrations by following a
simple material balance:

K= LIV [(In Cui - KC) / ( Cuo- KO)]

Where L is the PEG phase flow rate (ml/min), I is the dispersion volume (ml), K is the mass
transfer coefficient (min'i), C.; and C,, are the concentrations of BSA in the PEG phase at the
column inlet and outlet (mg/ml), respectively; C is the concentration of BSA in Cashew nut tree
gum -rich phase {mg/ml) and X is the protein partition coefficient.

3 Results and discussion
3.1 Influence of the dispersed phase velocity on the dispersed phase holdup

Qur experiments describing PRDC hydrodynamics were based on “holdup”
measurements. This parameter describes the amount of solvent actually available to remove the
desired product from the feed. In this specific case, holdup signifies the percentage of Cashew nut
tree gum-rich phase capable of extracting BSA from the PEG-rich phase. Thus measurements of
holdup are valuable for the estimation of the mass transfer capabilities of an extraction unit under
defined conditions.

The effect of dispersed phase velocity (J’1?) was studied for values of 2.0, 3.0 and 5.0
ml/min. Figure 01 shows the dispersed phase holdup (#} values for both PEG-Cashew nut tree
gum systems studied in this work. It can be observed that the PEG phase holdup increased with
increasing PEG phase velocity for both systems. Kumar and Hartland (1982) indicate that the
drop size decreases with an increase in VD. Therefore, an increase in VD increases the numbers
of drops and leads to an increase in the values of H (Jafarabad et al., 1992a., 1992b).These results
are similar to those described by Sawant and Sikdar, (1990) and Raghav Rao et al. (1991).
Similar effects were observed in other multiphase contactors such as bubble columns, slurry
reactors, air-lift loop reactors, fluidised beds and spray columns (Jafarabad et al., 1992a., 1992b;
Venancio and Teixeira, 1995). More recently, we also observed such behaviour for cytochrome
b5 continuous extraction using a similar contactor used in this work (Porto et al., 1997).
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3.2 Influence of disc’s speed rotation on the dispersed phase holdup

The influence of the discs rotation speed were investigated at different velocities (60, 140

and 220 rpm). All the results were obtained under steady state conditions of flow rates of both
phases and rotation speed of discs. The results show (Figure 02) that holdup increased with the
increase of the rotation speed of the discs. These results are in accordance with the results
obtained by Porto et al., (1997) for cytochrome b5 extraction in a similar PRDC with PEG-
phosphate systems.
It was not possible to determine the influence of the discs rotation speed on the holdup for the
second tie-line length, once flooding occurred for velocities of 60 and 140 rpm. According to
Reman (1951), probably, the cashew nut tree gum-rich phase viscosity (data not shown) did not
permit the phases mixing. Also, the flow resistance imposed by these low discs rotation speed
caused entrainement of the continuous phase.
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3.4 Influence of the dispersed phase velocity on the mass transfer coefficient

The influence of the dispersed phase velocity on the mass transfer coefficient was also
studied.

As can be seen in Figure 03 an increase in dispersed phase velocity leads to an increase in
mass transfer. This result is similar to results described for other ATPS (Sawant et al., 1990;
Raghav Rao et al., 1991; Vend-ncio and Teixeira, 1995) and may be explained by a decrease in
drop size for the largest superficial velocity results in an increase in the holdup.
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Figure 03~ Influence of the dispersed phase velocity on the BSA mass transfer coefficients in
PRDC for 9%PEG4000-18%Cashew nut tree gum system



3.5 Influence of disc’s speed rotation on the mass transfer coefficient

Figure 04 shows the influence of disc’s speed rotation on the mass transfer coefficient. It
can be observed an increase of mass transfer coefficients with an increase in disc’s speed
rotation.

The increase in rotation velocity improves the mixture between the phases and increases
the interfacial area by decreasing the drop size, promoting high mass transfer values, which are
directly proportional to the interfacial area. On the other hand, for a PRDC operating with PEG-
salt systems, the mass transfer coefficients were independent of the discs rotation speed (Porto et
al., 1997).
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Figure 04— Influence of disc’s speed rotation on the BSA mass transfer coefficients in PRDC for
9%PEG4000-18%Cashew nut tree gum system

3.6 Influence of system compeosition on the mass transfer coefficient

The influence of system composition was studied for two tie-lines length, as described
before. Results showed a mass transfer coefficient of 0.267 min™ and 0,239 min™ for the first
and second tie-lines, respectively.

The increase in system composition increase density and viscosity difference between
phase. Also as described by Forciniti et al., (1990) interfacial tension increases with increasing
polymer concentration. The overall effect of the increase in phases viscosity results in a reduction
in protein diffusivity and the film thickness for mass transfer coefficients are smaller for the
largest tie-line. Other authors also observed that systems with higher viscosities showed minor
mass transfer coefficient values when studying BSA extraction in spray columns with polymer-
polymer systems (Venancio and Teixeira, 1995, Raghav Rao et al., 1991).



4 Conclusions

The charactenisation of the performance of a PRDC using the PEG-Cashew nut tree gum
system for BSA continuous extraction was done.
The perforated rotating disc contactor proved to be an extraction unit well suited for work with
agueous two-phase systems. The main advantage of the PRDC is that the phases separate without
the need of a centrifuge.
It is clearly demonstrated that dispersed phase velocity, discs rotation speed and the system
composition are very important factors on protein transfer. As expected, the dispersed phase
holdup and the overall mass transfer coefficient increased with increasing the dispersed phase

velocity and discs rotation speed. The increase in tie-line length decreased the mass transfer
coefficients.
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In a recent comrnication we descrdbed that & Imeclion fram Phoneutra nigrivanter
spider vonorn raloases pltric exide from rat aeris rings. Due to this property wa
namad this venom kaction as NORF - slanding for Niitg Oxide Agigasing Fraction. In
the prasent sludy we describe Turthet ohservations sbout the glisct of NORE on ral
mesenteric artartal rings (MAR). The venom was obtalned and first fractionated as
dnecribad by Rezende Jr, of ol. (10P1). Frachon P4 was again fraclionated by gal
filtratior: I Suparosa 12 (FPLT). The Hiretl of these sub-fractions s NORF, as sbove
characterdzed. Procedures for prepasing MAR, rowiing tbem in organ chatnbers,
recording Isometric contraction force and assaying drugs wera shmllar to thaose we
used n published studies end also simBiar 10 the most commonly used by oﬂ\‘hgr
suthors, To observe relaxdng effect a MAF was first coniracled with 10°° M
phenylephrine (PE). In soms axpariments N*-nliro-arginine methyl sstar (LNAME)
was added 1o the organ chamber prior lo vanom addition, pA; e ware
performed a3 desoribed by Schitd (1847) modified by adding the antagonist {Atrépina)
10 the nuiiive solytion only 4 mioutes before ACh or NORF. Experimenial
precedures wera topealed with 6 to 12 animafs and resuits were satslcally
comparad. NORF induced dose-dependent relaxation of PE pre-¢ontracied MAR. No
relaxailon was inducet by ACh nor by NORF In endothslium denuded rings, {-NAME
{10™ M) completoly blocked NORF-Induced rolaxallon. Concontration-rasponse tno
for NORF-Indused relaxation had no statlstical daviellon of v with
concattration-respenas line for ACh-induced refoxation. pAz value for Alropine-ACh
was B.78 = D06 (nwi?) and for Atlropine-NORF was 8.53 x 0.30 (n=7) (P < 0.01).
THese obacrvations suggest that NOFRF nduces dose.dependent Hberation of nitric
oxida from MAR endothelium and lhatl & nen-tnuscarnnic mechanian: might be involved
Ir1 this affect.
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Recontly. thare has been much inlerest in the vsa of agueous two phasa systems for
commarcial purification and concantration of biologlcal fermentation product, Polymerpolyr
phaso aysiems are very useful, but commercial exploitation of these products has been resitic
By tha high cosl of dextran used in dexiran/PEG phase systerns on which most of the Rerature
basad, Therefore, there have heen & numbar of allempix to develop other polymer pairs I
combine lo form phase aystems having comparable properties %o, bul lower costs th
dexiran/PEG aystems. A new pguecys hwo-phase sysism based on ¢ashew-nul tree gum, |
axaudate poly haride from itm occidantaie L. and PEG Is described. Crude gum w
colleciad 23 naiural exsudaie from culivated A, occikfoniale Wrees I Pemambuco slate, Cit
nodulas fres of bark were sefacied o be isolated vig ethanol precipitalion. Phasa diagrams for
syclemn cashew kree gum and PEG molacidar welght of 4000 and 8080 =t pH 7.0, Z5 °C_ we
doscribed. Three diffarent ‘lislines” for sach phase-diagram were analyted for .Bovine sen
albunin {BSA) parition coefficleni determinotion. The parlition coeficlent {K} was dalined ss L
tatlo betwesn BSA In the uppar (PEQ) and fower (cashew-nut rea gum) phases. BSA pertili
coallicier! increszed with decreass in polymer molecular mase. The inflisence of "eline” length |
protein pariitlen wan also invaesiigated. # was observed a decrease in partition coefficient w
Ingrease in “Heling” jength. Resulis indicale that this Is a polantially useful aguaous two-pha
systam for protein extraction.
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BIOCHEMICAL CHANGES 1IN MUSSEL Perna perms SUSMITTED TO DEPURATION
AFTER LLONG-TERM EXPOSURE TQ CONTAMINATED SITE

WMedeiros, 1.0 Yentura, E.C.; Miller, LC. and Balny, AC.D.
Departamenia de Bipquimica - ¢.C.B. - UFSC - Florianépaolis - 5C

Several aulhors proposs tha use of mussels as senlinel organisms in environmental’
monitoting programs, sinca they are gessilg, filler-fesders end possess pood talerance (o
atverse condiions. However ihete is 8 conlfoversy conceming the analysis of biomarkers

in these organisms to express the impect of poliutants, because they are OpPammJy texs

responsive to pollutants than olher ofganisms. The purpose of this atudy is to analyze

somme bicchemical responses in the digestive giand (DG) of mussels tranglocaled from a

“contamingled” {C5) 1o & “non-cortaminated® site (NCS). The mussels were kept 11

monihs at the €S, before being trensipcatad and submilled (o depurstion at Hha de
Ratones Grards {NCS). After 7, 14 and 2B days, mussels from both sites were kilied and
the DG was isclated end immersed in liquid nitrogen. The DG was homoganized and
canfrifuged in order lo obiain lhe tylospiic fraction in which the aclivity of catalase [CAT),

giutathions transferase (GST} snd glucose-6 phosphate dehydrogenase [GEPDH) were

determined according to conventionsal procodures. A group was kept al the C8 1o
compare the resulls. No significant changes in the activity of GEPDH were observed in
tha znuzseis kept at the NC3 guring the experiment. It was cbserved an increased CAT
aclivity 1 both groups after 28 days. The aclivity of GST, an imporfant xsnobiolic
conjugating enzyme, was significantly higher {104 %} only in the mussels kep! at the
NCS. These resulls may be ssgocisted lo an intreased depuration ability of this species
when they are submilied lo depuration, Adf:li!iunal oxpariments need (o be done o
quaniify the levels of chermicals in thesa organisms,

Supported by CMNPq FUNPESQUISA 14

T-04

LEVELS OF BLOOD LEAL} AND IN VITRO RESTORATION OF 5-AMINOLEVULINI
ACID DEHYDRATASE ACTIVITY BY ZINC DURING PREGNANCY AND LACTATION
Pirgs..LB. Miexeley, N7, Anestecio, AS.", Donangelo, C.M.). 'Departamento ¢
Bioquimica, Instilule de Qulmica, UFRJ, Rie de Jansiro; “Deparamanto de Quimic
PUC, Rio de Jangiro.

During pregnancy end lactalion, bone fumover increases causing & greater P
reigase from bone to blood, B9% bound to red blood cells. Activity of 5-aminclevihn
acid dehydratase (5-ALA-D) in red blood cells I8 inhibitad by lead and can be restorsd |
vitro by addition of zine. The purpose of this sludy was 10 evaluate longitudinal change
ard relgtionship of lsed levels (Ph-RBC), activity of 5ALA-D and in vilrp % reactivation
5-ALA-D by zinc in red blood cells of women {n=18) examined af the third trimester
preguancy and ot bwo months of lactation. Women were hor-oocupsationslly exposed |
Pb, non-smokers, non-anemic and with blood Pb <10 pgrdl, Levels of Pb we:
delarmined by Inductively Coupled Mass Spectroscopy {ICP-MS), of prolein by
Leery mathod and activily of 3-ALA-D was measured by the formation of porphobifinege
(PBG). PO-RBC {ug/g protein) increased (p<0.001) from pregnancy {0,203 + 0.08} |
iactation {0.280 + D.0B0}. Adivity of 5-ALA-D (mol PEGmMIn/L RBC) was similar
pregnancy {284 1 7.0) end laciafion (29.0 £ 7.1), However, % resctivation of 5.ALA.
with Zn increased (p<0.01} from 18,2 + 6.5 In pregnancy 1o 22.8 & 6.0 in kactation. P
RBC cosrelated with % reactivation of 5-ALA-D both in prognancy {r=0.4685; p=0,035) ar
in lactation (e0.638; p=0.004). These resuils suggsst that the release of bone Pb durir
prognancy ard lacietion may have bislogical tignificance even in women with low leve
of bicod laad,

{Financial support CNPg, FINEP, PADCT)
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STAR ACTIVITY OF BamHI MODULATED BY WATER OF SOLVATATION
COVISSL . D. 5,
UNIRP- SAQ JOSE DO RIQ PRETO-SP

Class 1l restriction enzymes presents the ability to recognize and clivage other sites,
besides ils conventional one {canonical} This edditicnal Tunction is called slar adlivity
and it happens mainly in canditions of camolc siress. In this work we studied the
recognition capacity of the enzyme BamHl, for bwo star sites jocaled in a fragmen! of 613
base pair Foki restrition fragment from plasmid pC18. Exparimants in poliscrilamida gef
of sletroforese revealed that the clivage of these sites is differentiated by the snuxymne,
The canonical site (GGATCC) is totally diggesied by enzyme in nomal conditions or
osmotic slress, for twa hoars of reaciion. Alraady one of those star sites (GGATCT), is
recognized partiatly by snzyme under low costivente concentrations and being totally
diggested in 30% of glicerol. The second star site (GGAACC) presents a clivage twice
smaller than the first, being partislly diggested. Qur resulls evidence that the substituition
of & pirimidine (T3, for a purine {A} in the canter of the resldction site it is encugh o alter
of the anxyma recogniticrs. The substituition of a8 (C) at the 3 end by another pirimidine
M), in the snd of the site alfecta less the recognition, We suggestad that the gamotic
strass causes sllerations in the DNA solvatation layer, releasing some water molecules to
lha butk solution. ‘This entropic coniribuition Induces conformational change it the DNA,
incroeasing the interaction surface betwesn the bases and the enzyme.

T-06

CHARACTERIZATION OF Mycobectedum jeame LAMININ BINDING PROTEIN{GSY: A CANDIOA
ADHESIN INVOLVED IN BAGTERIA ATTAGCHMENT T SCHWANN CELLS
i ! Marques, MAAM.), Antonio, V. L., *. Sarmo, E.” and Brorman, PL)Y

. 1. Laboraiéria de Hensenlase, Fundzpdoe Oxwaldo Cruz, Rie de Janeiro -R.J., 2. Colorar

* State University, Forl Coffing, CO. U7SA

Myrobacterium fepree is an intracelkiar pethogen thet Invades Schrwann celis of the nariphe
narves ieading lo the disabifilies and delomilies seen in leprosy pationts. Recent g1 blicatior
Implicate laminin-2 (LN.2} and a-tysirogiycan present on the suface of Schwann ooiis In t
process of attachment of the hagiena 1o theso cals and Subsequent uplake. fn tw prasest Shu
wa dascrihe; 1) the bl eal char i 1 of laminin binding protein candidate : of o
kacteria and 2) the esiabiishment of aa &7 vl eullure sysiem o Jufther Investigate the intcTact
of M. leprag with Schwaen cells. To kdentfy %e LN-2 binding proteins, M. feprae cell wall w
purtfed and overtay askeys warn porformad with blotinylated LN-2, A aingie and strong band
approdmatoly 285 kD2 was delectad In these aszays. A preparslve SDS-PAGE was th
performed and the salected region of the gel was excisec and subjected to in-gel protecty
gigostion with trypain. The resuling peptides were sequenced allowing the identification of nir
proiess, slight of themt saetweponding 10 pew profeins of the badiiys. Based on their high pl, T
of these proteing, dbosomal proteirs 54 and S5 angd a histone-ike prolein, were chosen as
most probabla faminin binding froteln cancidates. The gane coding for the hislone-ike prole
was PCR ampffiag and doned Into the PTYR2 expression vectsr, Currently the protein in beir
axprassod in oeder 19 Sordimm lte lamdnin Binding capacity, 54 and $5 dbosomal protains wil ak
be oblained foliowing the tame stralegy. In parallef to thess studies, we have lnvestigated i
interaction of M. Jeprge wih Ihe human schwannoma cell line ST-8814.  inig
krytunohistochetnical anelysis using a specific monocicnal antibody dernonstrated that ST-848°
cells express abusdent LN-2 on helr surface. The interaction of FITClabeled M. kprae wi
those talls wes then Investigaled, as woli-as the influanee of A0iuble laminin in this interaction. {
leproe was abie to readily interact with twese cells, and an average of 2.8 10,22 bactera/cafll wi
obrerved after 1 hincubation sl 37 °C. By pre-fresting M. Japrae with soluble LMN-2 {100 pg/m
s edhisrance o ST-88 14 calis was significently increased (6.5 0.8 bacteria/call), suggesting ¥
igmipin is also medlatlng the binding of A1, Jeprae l¢ Schwann ealls in this /n virg system.
- Supported by Contract No. NIH, NEAID NOT Al-55262




Hydrodynamics and mass transfer in two-phase aqueous extraction using a
continuous perforated rotating disc contactor

ALF. Porto, L.A. Sarubbo, J.L. Lima-Fitho, M.R. Aires-Barros, J M.S. Cabral, E.B. Tambourgi

Abstract A continmous perforated rotating disc
contactor was used to extract bovine serum albumin
(BSA) with aqueous two-phase systems based on
polyethylene glycol (PEG) and phosphate salts. The
dispersed phase hold up and mass transfer coefficient
were measured. We found that the dispersed phase
holdup increased with increasing PEG phase velocity.
The overall mass transfer coefficient for BSA was found
to be independent of the PEG phase velocity.

List of symbols

C- concentration of BSA in phosphate-rich phase
(mg/ml)

C,- concentration of BSA in PEG-rich phase (mg/ml)
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C.;- concentration of BSA in PEG-rich phase at the
column inlet (mg/ml)

Co- concentration of BSA in PEG-rich phase at the
column outlet (mg/ml)

H- dispersed phase holdup

K.~ mass transfer coefficient (min™)

K- partition coefficient

VD- dispersed phase velocity (ml/min)

1
Introduction
Aqueous two-phase (biphasic) systems have been
extensively used for separation and analytical studies of
biomaterials since Albertsson [1] developed the
technique in the 1950s. Although similar in principle to
conventional liquid-liquid extraction, aqueous two-
phase extraction encounters uncommonty wide ranges
of physical properties. For instance, the density
difference between the two phases varies over the range
10-100 kg/m’ , the interfacial tension, over the range
107-10 mN/m, and the viscosities over the range 10-
1000 mPas, Conventional liquid-liquid extraction does
not encounter property ranges of this magnitude [2].

it has been shown that conventional extraction
techniques can be conveniently applied to aqueous two-
phase systems such as polvmer-salt or polymer-polymer
systems [1].

Aqueous two-phase systems have an important
poteniial in downstream processing such as large-gcale
continuous operation for the separation of biomolecules.



A number of different conventional contactors, e.g.
spray columns and packed columns, can be used for
aqueous two-phase extraction [3]. Extraction columns
with rotatory motion, namely a rotating disc contactor
(RDC) and a perforated rotating disc contactor (PRDC),
with free area flow [4] have been used in industry as an
alternative apparatus to conventional separations
equipment. With this type of extractor, high mass
transfer rates between the phases were obtained to
recover a recombinant cutinase from an agueous
solution to a reversed micellar phase of AOT in
isoctane [5]

For the design of commercial scale columns,
data on the following parameters are needed: protein
mass transfer coefficients, dispersed phase holdup and
the extent of mixing in both the phases. Usually, these
parameters depend on the velocities of the two phases,
their physical properties, the column diameter and the
sparger design. In this work we present and analyze
bovine serum albumin (BSA) mass transfer data from a
laboratory perforated rotating disc contactor (PRDC)
using the PEG-phosphates system. The BSA tranfer
took place from the PEG phase to the salt phase.
Specifically, we measured the dispersed phase holdup
(H) and mass transfer ciofficients and developed
correlations for both of them with different dispersed
phase velocities.

2
Materials and methods

2.1

Materials

Bovine serum albumin (BSA) of the highest purity
available was obtained from SIGMA Chemical Co.
Polyethylene glycol (PEG) with molecular weight of

550 and 1000 and monopotassium and dipotassium
phosphate were obtained from DIFCO Chemical Co.

2.2

Preparation of phase systems

Phase systems were prepared by weighing quantities of
PEGs of desired molecular mass and phosphate salts.
(pH 7). The mixture of the components was stirred for 5
hours to equilibrate. An extra two hours was allowed
for the phases totally separate [6]. Tabie 1 shows the
composition of the systems used in this work,

2.3

Experimental apparatus

The perforated rotating disc contactor, was made of
Perpex tube 32 mm i.d and 16 mm high. Six perforated
discs equally separated were mounted on a central shaft
which was rotated at velocity of 140 rpm. The
perforated discs were 30 mm in diameter and drilled
with 20 holes of 1.5 mm diameter (disc free area for
flow 20 %). the column was maintained at room

temperature (24° C+1).

24

Experimental procedure

Fractional holdups of the dispersed phase (PEG) and
the mass transfer coefficients were measured in a
perforated rotating disc contactor (PRDC) for different
dispersed phase velocities. The column was operated in
a continoous mode. The flow rates of dispersed,
continmous, raffinated and extracted phases were
maintained constant by using two multi channel
peristaltic pumps with a flow of 1.0 ml/min for the
continuous phase while the dispersed phase velocity

varied in the range 1.0-3.0 ml/min. The samples were



collected from the extracted and raffinated phases at 10,
20, 30, 40, 50, 60 and 70 minutes.

Table 1. Composition of the aqueous two-phase systems

studied
Polymer PEG (%p/p) and salts (%p/p)
type “Tieline 17 “Tieline 2° “Tieline 3”
PEG 550 16.7/14.8 17.7/15.7 19.7/17.7
PEG 1000 16.2/14.3 17.7115.7 19.7/17.7
2.3

Dispersed phase holdup determination

To determine the fractional dispersed phase hoidup (/),
the total volume of the agueous two-phase system and
the volume of dispersed phase were measured after the
steady state was achivied. The fractional holdup of the
PEG phase was calculated from the expression:

H = volume of dispersed phase/ volume of the aqueous
two-phase gystem

2.6

Partition coefficient determination

To measure partition coefficients, which were needed to
compute overall mass transfer coefficients, weighed
quantities of PEG and phosphate salts were placed in a
test tube; a weighed quantity of BSA was added to the
mixture. The tube was stoppered and shaken vigorously
to dissolve the BSA and to allow partition between the
phases. Samples of the phases were then removed. The
BSA content was determinated by the Bradford method
{7} The partition coefficient (K) was calculated as:

K=CJC

Where C, and C are the concentration of BSA in the
upper (PEG) and lower (phosphate salts) phases,
respectively.

2.7
Mass transfer determination
To determine mass transfer coefficients, in addition to
measure partition coefficients, the transfer rate of BSA
from the PEG phase to the salts phase needed to be
measured. This was done by monitoring the
concentration of BSA at the inlet and outlet of the
column, A dilute solution of BSA (1mg/ml) mixed in
the PEG phass was pumped at a know flow rate.
Samples of the phases were collected and analyzed for
BSA content.

The mass transfer coefficient was expressed in
terms of the concentrations by following a simple
material balance:

K= LIV (0 Cyi ~KC) / ( Cop- KO

Where L is the PEG phase flow rate (ml/min), V' is the
dispersion volume (ml}, K, is the mass transfer
coefficient (min™), C,; and C,, are the concentrations
of BSA in the PEG phase at the column inlet and outlet
{mg/ml}, respectively, C is the concentration of BSA in
phosphate-rich phase (mg/ml) and X is the protein
partition coefficient.

2.8

Density and viscosity determination

Viscosity and densities measurements of the phases
were carried out using a Ubbelohde Capillar Viscometer
and a PAAR DMA 6000 Densitometer, respectively.



Results and discussion

3.1

Influence of the dispersed phase velocity on the
dispersed phase holdup in different systems
compositions

The dispersed phase holdup is an important parameter
for the hydrodynamic characterization of extraction
equipment. It refers to the fraction of polymer retained
in the equipment.

The effect of dispersed phase velocity (VD)) was

studied in the range 1.0 -3.0 ml/min. Figures 1 and 02
show the dispersed phase holdup (%) values for both

PEG-phosphate salt systems studied in this work (Tabie
1). It can be observed, that the PEG phase holdup
increased with increasing PEG phase velocity for both
systems, Kumar and Hartland [8] indicate that the drop
size decreases with na increase in ¥D. Therefore, an
increase in VD increases the numbers of drops and
leads to an increase in the values of /7 [6]. These results
are similar to those described by Sawant et al. [2].and
Raghav Rao et al. [9]. Similar effects were observed in
other multiphase contactors such as bubble columns,
slurry reactors, air-lift loop reactors, fluidized beds and
spray columns [6,10]. More recently, we

Table 2. Densities and viscosities of the phases of the two-aqueous systems studied

Polymer Viscosity (mPas) Density (Kg/m’)
type PEG salts PEG salts
PEG 350 tielinel 5.9 24 1097.9 12242
tie line 2 8.0 23 1098.6 1237.7
tie line 3 12.5 23 1098.9 1270.0
PEG 1000 tie line 1 7.0 1.2 1093.0 1229.4
tie line 2 10.0 2.2 1093.5 1282.1
tie line 3 15.0 23 1094.8 12923

also observed such behaviour for cytochrome b5
continuous extraction using the same contactor used in
this work [11}.

1t is known that the drop rise velocity decreases
with increasing viscosity of both phases [12]. The
reduction
in drop-rise velocity, Tesulting from increased
viscosities, increases the PEG residence time in the
column. So, increasing residence time, increases the

fold up vaiues.

This behaviour was not observed in our studies since an
increase in the system composition led to minor values
for the PEG phase holdup, although we had observed an
increase in the viscosity of the continuous phase (salt
rich phase). Similar results were observed by Sawant et
al. [2] and Venancio et al. [10].

As the polymer concentration (tieline length)
increases, an increase in the interfacial tension Jeads to
an increase in the drop diameter, in the density
difference and
in the viscosity. All these effects act together resulting

in an increase of the size and velocity drop, decreasing



the dispersed phase hoidup [12] Also, with the increase
of the drop -rise velocity, caused by the increase of the
difference of the phases densities, the residence time of
the drop PEG-phase decreases, reducing the holdup

{91 This behaviour can be explained in terms of the
physical properties of the systems, such as density and
viscosity which increase with the system composition
(ticline length) as shown in Table 2. The tielines
situated near the critical point show highest
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Fig. 1 Tnfluence of the dispersed phase velocity on the
dispersed phase holdup in PEG550/phosphate salts

systems
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Fig. 2 Influence of the dispersed phase velocity on the
dispersed phase holdap in PEG1000/phosphate salts
systems

values of the dispersed phase holdup. These results are
similar to those obtained by Jafarabad et al. [6] using
PEG/phosphate systems in spray columns.

3.2

Influence of the dispersed phase velocity on the mass
transfer coefficient in different systems compositions
Figures 3 and 4 show the variation of the mass transfer
coefficient (K;,) with the I’D. Both systems of Table 1
were emploved to measure Kz,

The results obtained with PRDC showed an
independence of the mass transfer coefficient with the
VD increases. On the other hand, studies with spray
columns
in aqueous two-phase systerns demonstrated an increase
of the mass transfer coefficient with the VD increases,
once the drop size in higher velocities is minor and
produces big areas of mass transference{2,6,9,13,14].

It can also be observed from the figures that
the mass transfer coefficient decreases with increasing
the tieline lenght for all the biphasic systems analyzed.
This behaviour was also observed in spray columns
with PEG/reppal systems [10] and PEG/phosphate
systems [6].

This behaviour can be explained by the
increase in the density difference between the phases, in
the viscosity and interfacial tension. Second Forciniti et
al. [15], the interfacial tension increases with increasing
the polymer concentration and the total effect on the
viscosity phases increases results in a decrease of the
protein diffusibility compromising the mass transfer. As
a consequence, the mass transfer coefficient is less for
bigger tielines. Still, the figures show a discrete
increase in the mass transfer coefficient with increasing

PEG molecuiar mass. Similar results were observed by



Sawant et al, [2] and Jafarabad et al. [6] for
PEG/phosphate systems.
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Fig. 3 Influence of the dispersed phase velocity on the
mass transfer coefficients in PEG550/phosphate salts

systems
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4

Conclusions

In this article we studied BSA continnous extraction
using a perforated rotating disc contactor with two-
phase aqueous systems. Specifically, we measured the

dispersed phase holdup and the mass transfer
coefficients for various dispersed phase velocity.

The main advantage of the perforated rotating
disc contactor is that the phases separate without the
need of a centrifuge. An additional advantage is that the
design methods commonly used for multiphase reactors
apply to the two-phase extraction.

‘We measured dispersed phase holdup. We
found that holdup increased with increasing PEG phase
velocity; it also increased with decreasing the tieline
length. For transfer mass, it was independent of the
PEG phase velocity increase and it decreased by
increasing the tieline length.
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ABSTRACT: Aqueous two-phase systems have an important potential in downstream
processing as large scale continuous operation for the separation of proteins and removal of
contaminants from fermentation broth. Extraction columns with rotatory motion, namely a
rotating disc contactor (RDC) and a perforated rotating dise contactor (PRDC), with free area
flow are used in industry as an alternative apparatus to conventional separations equipment. This

" work describes mass transfer mechanisms and separation efficiency in a perforated rotating disc
contactor using an aqueous two-phase system composed of-polyethylene giycol (PEG) and
potassium phosphate salts. The sali-rich phase was used as continuous phase, and PEG-rich
phase as the dispersed phase. The behaviour of different molecular mass proteins (cytochrome
b5, protease and ascorbic oxidorreductase) related to separation efficiency and mass transfer
coefficient in a PRDC was investigated. The results showed a independence of the mass transfer
coefficients with the protein molecular masses for all proteins tested, although the efficiencies
separation had shown a direct dependence with the molecular mass increase of the proteins. The
results suggest that this type of extractor can be successfully used as a continuous extraction
equipment for protein and enzyme using aqueous two-phase system.

INTRODUCTION

Agueous two-phase systems are formed when aqueous solution of two polymers are
mixed. Such systems have been found to be suitable for partitioning of proteins and cell
organelles (Dissing and Matiasson, 1994). Aqueous two-phase (biphasic) systems have been
extensively used for separation and analytical studies of biomaterials since Albertsson developed
the technique in the 1950s. (Lopez-Perez 1996). This technology offers an attractive step in the
separation and purification of proteins from their major contarninants.

The main advantages of aqueous two-phase systems over traditional adsorption
separation processes lies in their ability to handle particulate materials and to process large
volumes in a continuous mode. Separation can be achieved whereby the particulates and major
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_ contaminants partition to the bottom phase and the protein product to the top phase {Ansejo et

al., 1994).

Extraction columns with perforated rotating disc contactor {(PRDC) with different free
area flow (Tambouxgi er al., 1993) are used in industty as ap altemative apparatus to
conventional separation equipment. With these types of extractors, high mass transfer rates
between the phases are obtained by recombinant cutinase from 2 aqueous solution to a reversed
micellar phase of AOT in isoctane {Carneiro-da-Cunha er af., 1994).

This work describes the mass tansfer mechanisms and separation efficiency in 2
perforated rotating disc contactor using agueous two-phase systems for different mass molecular
proteins.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms: The organisms nsed in this study to produce cyiochrome b3 and protease
were Escherichia coli {IB1), Von-Bodman et al, 1986 and Streptomyces clavuligerus NRRL
3585, respectively.

Recombinant cytochrome b5 and extracellular protease production: The cytochrome b5
was produced by fermentation in Lauriam Bertini (LB) medium at 37°C, during 24 hours in
rotatory Shaker {250 rpm). The extraceflular protease was produced by fermentation from MSD
medium described by Porte et al., (1996) at 30°C during 96 hours in rotatory shaker (200rpm).

Ascorbic oxiderreductase extraction and activity: The ascorbic oxidomreductase extraction
was carried out from Curcubita maxima according to the methodology described by Carvalho et
al {1981). The activity was assayed at 25°C in both phases as discribed by Carvatho er al.
(1981) using ascorbic acid as substrate.

Experimental apparatus: The perforated rotating disc contactor, was made of perpex tube 32
mm i.d and 16 mumn high. Six perfored discs equally separated were mounted on a central shaft
which was rotated at velocity of 140 rpm. The perforated discs were 30 mm in diameter and
drilled with 20 holes of the 1.5 mm diameter (disc free area for flow 20.0%). The column was
maintained at room temperature {24° C £1).

Experimential procedure: The aqueous two phase systems of desired composition were
preparated according with Jafarabad ef al, (1992) containing PEG 1000 (18 % w/w) and
potassium phosphate salts (16,0 % w/w} and crude extract containing cytochrome b3 (32.0
mg/1), PEG 1000 (19,7 % w/w) and potassiumn phosphate salts (17,0 % w/w) and crude extract
containing protease (5%,4pug/mi) and PEG 1000 (19,7 % w/w) and potassium phosphate salts
(17,7 % w/w) and crude extract containing ascorbic oxidorreductase (60pg/mi). The column
was operated in continuous manner. The flow rates of disperse, continuous, raffinated and
extracted phases were maintained constant by using two multi channel peristaltic pump with a -

sflow rates of 3.0 ml/min and 1.0 ml/min, to disperse and continuous phases, respectively.

Samples were coilected from the extracted and raffinated phases at 10, 20, 30, 40, 50, 60 and 70
minutes.
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Cytochrome b5 determination: The concentration of cytochrome in each phase was
determinated by measuring the absorbance at 411nm (molar absorptivity e= 130 VYmumel cm)
using a Hitachi V. VIS spectrophotometer (Von-Bodman er al., 1986).

i‘[@ ' ICheaP-4 The Fourth Italian Conference on
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Protease activity determination: The total extracellular protease activity was assayed at 25°C
in both phases as described by Ginther (1979). Azocasein {1.0% w/v) in 0.2M Tris-HCI, pH 7.2
containing 1.0mM CaCl,, was used as substrate. One unit of activity is defined as the amount of
enzyme that produces an increase in absorbance of 1.0 in 1h at 440nm.

Protein determination: Total protein was quantified using Bradford (1976) assay. The samples
of the top and bottom phases were diluted at least 1/10 with water before the addition of the dye
1o eliminates the interference of PEG 1000 and phosphate on the protein assay. A blank was
prepared adding to dye a sample of the top and bottom phases of a corresponding phase system
without protein extract, diluted in the same way. The total protein recovery in both phases was
comparated with protein initially introduced in the system.

Mass transfer coefficient (K,) determination: The overall mass transfer coefficient was
expressed in terms of the concentrations by following a simple material balance such as:

K=L/V(InC, - KC/(C,- KC)

Where L is the PEG phase flow {ml/min); V is the dispersion voiume (ml}, K, is the overall
mass transfer coefficient (min'), C, is the concentration of protein in the PEG-rich phase

{g/mly, C,; and C,, are the concentrations of protease in the phase at the column inlet and
outlet, respectively. :

I\iurph}ee_ separation efficiency (E) determination: The separation efficiency, E, has been
calculated as:

E=Cd-Cr/Cd-Cr

Where Cd is the protein concentration in the dispersed phase; Cr is the protein concentration in

the raffinated phase; and Cr 1s the protein concentration in the raffinated phase, if the system
were in equilibrium.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 summarizes the mass transfer coefficients and separation efficiencies for
cytochrome b5, protease and ascorbic oxidorreductase in a PRDC.

The results obtained suggest that the mass transfer coefficient seems to be independent to
the protein molecular mass, although the efficiency separation seems to show a direct
dependence with the molecular mass increase for the three proteins studied.

Investigations with York-Sheibel columns using aqueous two-phase systems of PEG
4000 and potassium phosphate salts and PEG 4000 and sodium sulphate salts showed mass
transfer coefficients three times higher than the ones obtained with spray colummns {(Jafarabad ef
al., 1992), while the mass transfer coefficients for the PRDC using PEG-potassium phosphate
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system were 26 times higher than the ones for spray and York-Sheibel columns (Sawant et al,
1990, Raghav Rao et al, 1991, Jafarabad et al., 1992). This information is very important for
the “scale up” of extraction processes using this kind of equipment.

Once there are no data in literature about protein continuous extraction using a PRDC, it
is difficult to discuss the results found in this work. .

In this research we tried to know the behaviour of different mass molecular proteins from
the crude extract obtained by fermentation or by direct extraction from vegetal material.

Proteins Moiecular mass Mass transfer Murphree efficiency
s (Da) coefficient (min™)
cytochrome b3 13600 0.06 0.97
. ' protease 47000 0.06 0.2
ascorbic
oxidorreductase 150000 0.05 1.4

Table 1 - Mass transfer coefficients and separation efficiencies for cytochrome b5, protease and
ascorbic oxidomeductase.
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ABSTRACT: Aqueous two-phase systems (ATPS) have found widespread use in
biochemical research for separation and purification of macromolecules, cells and
particles, Extraction using ATPS has the advantages of the liquid-liquid extraction
techniques, and can be used as first step on purification processes, leading to higher
recovery yields. However, the use of continuous extraction of protein using ATPS has
limnited examples in the literature. this work describes the continuous extraction of
different proteins (cytochrome b3, protease and ascorbic oxidorreductase) using ATPS of
polyethylene glycol (PEG) and potassium phosphate salt, About 44% and 48% total
proteins and 78% and 112% activities for cytochrome b5 and ascorbic oxidorreductase
were transferred to the salt-rich phase, respectively. For protease, 38,54% total protein and
112% activity were transferred to the PEG-rich phase. The proteins showed purification
factors 0f 2.0, 3.0 and 22.0 afier 70 minutes of operation, for cytochrome b5, protease and
ascorbic oxidorreductase, respectively. The results obtained with a perforated rotating disc
contactor confirm the feasibility of this equipment for extraction of proteins and enzymes,
resulting in a reduction of the protein extraction process steps which may lead to a more
efficient process.

INTRODUCTION

Aqueous two phase partition is 3 technique that can be used efficiently for the scparation
and purification of proteins owing to its simplicity, midness and high yields (Abbot er al., 1990;
Albertsson, 1986; Kula, 1990).

Aqueous two-phase system are formed when aqueous solutions of two polymers are
mixed. The most cornmonly studied two-phase system consist of polyethylene glycol (PEG)
and potassium phosphate salts. Extraction columns with rotatory motion, namely a rotating disc

- contactor (RDC), with free area flow are used in industry as an altemative apparatus to
conventional separation equipment (Tambourgi ef al., 1993). This work describes the behaviour
of different proteins in continues using aqueous two-phase systems of polyethylene glycol and
potassium phosphate salts.,
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MATERIALS AND METHODS

Microorganisms: The organisms used in this study to produce cytochrome b5 and protease

were Escherichia coli (TB1), Von-Bodman et al, 1986 and Streptomyces clavuligerus NRRL
3585, respectively.

Recombinapt cytochrome 5 and extracellular pretease production: The cytochrome b5
was produced by fermentation in Laurjam Bertini (LB} medium at 37°C, during 24 howrs in
rotatory Shaker (250 rpm). The extracellular protesse was produced by fermentation from MSD
medium described by Porto et af., (1996) at 30°C during 96 hours in rotatory shaker (200rpm).

Ascorbic oxidorreductase extraction and activity: The ascorbic oxidomreductase extraction
was carried out from Curcubite maxima according to the methodology described by Carvalho et

al. (1981). The activity was assayed at 25°C in both phases as discribed by Carvalho er al.
(1981} using ascorbic acid as substrate.

Experimental apparatus: The perforated rotating disc contactor, was made of perpex tube 32
mm i.d and 16 mm high. Six perfored discs equally separated were mounted on a central shaft
which was rotated al velocity of 140 rpm. The perforated discs were 30 mm in diameter and
drilled with 20 holes of the 1.5 mm diameter (disc free area for fiow 20.0%). The coluran was
maintained st room temperature (24° C £1).

Experimental procedure: The aqueous two phase systems of desired composition were
preparated according with Jafarabad er all, (1992) containing PEG 1000 {18 % w/w) and
potassium phosphate salts (16,0 % w/w) and crude extract containing cytochrome b3 (32.0
mg/1}, PEG 1000 (19,7 % w/w) and potassium phosphate salts (17,0 % w/w) and crude extract
containing protease {59,4ug/m!) and PEG 1000 (19,7 % w/w) and potassiuin phosphate salts
(17,7 % w/w) and crude extract containing ascorbic oxidomreductase (60pg/mi). The column
was operated in continuous manner. The flow rates of disperse, continuous, raffinated and
extracted phases were maintained constant by using two muiti channel peristaltic pump with a
flow rates of 3.0 ml¥min and 1.0 mV/min, to disperse and continuous phases, respectively.
Samples were coliected from the extracted and raffinated phases at 10, 20, 30, 40, 50, 60 and 70
minutes.

Cytochrome b5 determination: The concentration of cylochrome in each phase was
determinated by measuring the absorbance at 411nm (molar absorptivity €= 130 Vmmol cm)
using a Hitachi UV-V1S spectrophotometer (Von-Bodman er al., 1986).

Protease activity determination: The total extracellular protease activity was assayed at 25°C
in both phases as described by Ginther {1979). Azocasein (1.0% w/v) in 0.2M Tris-HCI, pH 7.2
containing 1.0mM CaCl,, was used as substrate. One unit of activity is defined as the amount of
enzyme that produces an increase in absorbance of 1.0 in 1h at 440nm.

Protein determination: Total protein was quantified using Bradford (1976) assay. The samples
of the top and botiom phases were diluted at least 1/10 with water before the addition of the dye
to eliminates the interference of PEG 1000 and phosphate on the protein assay. A blank was
prepared adding to dye a sample of the top arid bottom phases of a corresponding phase system
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without protein extract, diluted in the same way. The total protein recovery in both phases was
comparated with protein initially introduced in the system.

Chemical and Process Engineering

RESULTS AND DISCUSSION

Figures 1, 2, 3 and 4 show the resuits obtained for continuos extraction of cytochrome
b5 and ascorbic oxidorreductase. It can be observed a constant increase in the capacity for
extraction from PEG-rich phase (raffinated phase) to the phosphate-rich phase (extracted phase)
during the time of experiments for these two proteins, which demonstrated a similar behaviour.
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Figure 1-Total protetn and cytochrome b5 Figure 2-Total protein and cytochrome b5
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Figure 3-Total protein and ascorbic Figure 4-Total protein and ascorbic
oxidorreductase activity in extracted phase. oxidorreductase residual activity in

raffinaied phase,

An extraction corresponding to 78% of cylochrome b5 and 44% of total protein and a
purification factor of 2.0 were achieved in these conditions, while 112% activity and 48% total
proteins were reached for ascorbic oxidomedutase. Figure 3 exhibits the behaviour of total
protein and residual cytochrome b5 in the raffinated phase after extraction. This results show a
decrease of these parameters in the first 10 minutes and a little variation until the end of
experiments. Figure 4 shows the behavior of total protein and residual activity for ascorbic
oxidorreductase in the PEG-rich phase after extraction. The results show the decrease in total
protein and activity until the end of extraction. A purification factor of 22.0 was achieved after
70 minutes of operation.
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Protease continuous extraction data is shown in Figures 5 and 6. A constant increase in
total protein and activity transfer from the salt-rich phase to the PEG-rich phase was observed
until the end of experiments, reaching 38,54% total protein and 112% activity recovery. After
10 min of extraction, it was not possible to detect activity in the salt-rich phase, sugpesting a
complete transfer of protein to the extracted phase. A purification factor of 3.0 was achieved
afier 70 minutes of operation.

Duning the time of operation the two-phase interfase was wel} defined for all systems
studied. The resulis obiained showed a similar behaviour compared with the extraction of the
recombinant cutinase with reversed micelles (Carneiro-dd-Cunha er al, 1994) in continuous
operation with a similar perforated rotating disc contactor. This study demonstrates that a
perforated rotating disc contactor could be efficient for proteins extraction using aqueous two-
phase systems without phase separation problems.
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Figure 5-Total protein and protease Figure 6-Total protein and protease residual
activity in extracted phase. activity in raffinated phase.
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