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RESUMO 

A partição bifásica aquosa explora a capacidade eXIbida por soluções de dois polímeros ou 

de um polímero e um sal de se separarem em duas fàses aquosas sempre que certas concentrações 

mínimas sejam excedidas. As duas fàses aquosas assim formadas diferem na sua composição, 

sendo cada urna delas rica num dos constituintes do sistema, isto é, os dois polímeros ou o 

polímero e o sal concentram-se em fases distintas. Estas fàses apresentam elevados teores em 

água, podendo em alguns casos atingir valores superiores a 90 %, constituindo ambientes suaves 

para moléculas e partículas biológicas. 

O objetivo principal deste trabalho residiu na caracterização do sistema bifásico aquoso 

formado por um polímero típico do Nordeste brasileiro, o polissacarídeo do cajueiro (Policaju). 

Sendo o elevado custo dos polímeros envolvidos o principal entrave à aplicação em grande escala 

da partição bifásica aquosa, este sistema apresentou a possibilidade em reduzir este custo, 

aumentando a competitividade da partição bifásica aquosa como processo alternativo frente aos 

processos tradicionais de recuperação de bioprodutos. 

Mostrou-se ao longo desta tese que o sistema testado apresentou propriedades fisicas 

(razão e tempo de separação de fases, densidade, viscosidade) e de partição características de 

sistemas bifásicos aquosos polímero-polímero. Após o isolamento do polissacarídeo, determinou

se o diagrama de fàses e estudou-se a partição de uma proteína modelo, a albumina de soro 

bovino. Verificou-se o efeito exercido pelas variáveis do sistema, peso molecular do PEG (1500, 

4000 .e 8000), concentração dos polímeros, pH (6,0, 7,0 e 8,0), temperatura (25°C e 40°C) e 

adição de NaCl (O, IM e IM). 

Observou-se um deslocamento da binodal no sentido de menores concentrações de 

polímeros com o aumento do peso molecular do PEG. Por outro lado, a variação do pH e da 

temperatura não provocou um deslocamento significativo da binodal. Não foi possível estabelecer 

uma correlação entre o coeficiente de partição da proteína e o peso molecular do PEG, enquanto 

que o aumento do comprimento da "tie-line" e da temperatura, assim como a diminuição do pH, 

provocaram a redução no coeficiente de partição. Os resultados obtidos para a adição de NaCl 

demonstraram uma tendência a redução do coeficiente de partição com o aumento da 

concentração do sal, embora em alguns casos o coeficiente de partição tenha diminuído apenas 



para uma das concentrações de sal, dependendo do sistema estudado e do pH. O aumento da 

temperatura para os valores estudados demonstrou uma tendência a redução no coeficiente de 

partição para todos os PEG's testados. 

A operação dos sistemas bifãsicos em contínuo também foi avaliada. Estudou-se o 

comportamento do sistema bifãsico PEG-Policaju em coluna de discos perfurados rotativos 

(PRDC). Ensaiou-se a transferência da albumina de soro bovino da fase dispersa para a fase 

contínua, utilizando o sistema PEG4000-Policaju selecionado a partir dos estudos de partição em 

batelada. A coluna foi operada durante 55 minutos em contracorrente e contínuo operando como 

fase dispersa a fase leve do sistema bifãsico (PEG) e como fase contmua a fase pesada (Policaju). 

Foram realizadas variações da velocidade de rotação (60, 140 e 220 rpm), velocidade da fase 

dispersa (2, 3 e 5 mL/mín) e número de discos (03 e 04). O desempenho do equipamento foi 

caracterizado a partir de análise dos estudos da fração retida da fase dispersa (hold up ), do 

coeficiente de transferência de massa e do índice de recuperação de KA W ASE. 

Os resultados demonstraram um aumento da fração retida da fase dispersa, do coeficiente 

de transferência de massa e do índice de recuperação com o aumento da velocidade de rotação. Os 

mesmos efeitos foram observados para o aumento da velocidade da fase dispersa, com exceção 

sobre o índice de recuperação, o qual não apresentou uma tendência regular com o aumento desta 

variável. O aumento da composição do sistema reduziu o "hold up" e a transferência de massa, 

embora não tenha demonstrado um efeito significativo sobre o índice de recuperação. A variação 

do número de discos não teve um efeito pronunciado sobre a fração retida da fase dispersa, 

embora o coeficiente de transferência de massa e o mdice de recuperação tenham sido maiores 

para 03 discos. A análise do perfil de extração contínua da albumina de soro bovino demonstrou 

que a maior transferência de proteína foi obtida para as seguintes condições: sistema 

9%PEG4000-18%Policaju em PRDC com 03 discos rotativos a velocidade de 220 rpm e 

velocidade da fase dispersa de 2 mL/mín. 

A análise econômica demonstrou que o sistema PEG-Policaju é bastante competitivo 

frente a outros sistemas polímeros-polirneros descritos na literatura, possibilitando o 

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



ABSTRACT 

Aqueous two-phase partition explores the possibility o f solutions o f two polymers or one 

polymer and one salt separating into two immiscible aqueous phases, when certain criticai 

concentrations are exceeded. Each one ofthese aqueous phases is more concentrated in one ofthe 

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 o f this work was the characterisation o f a new aqueous two-phase system 

based on a typical Brazilian north-westem 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 altemative technique to the traditional 

recovery processes ofbioproducts. 

It is shown that physical properties (phase volume ratio, time for phase separation, density, 

viscosity) and partition properties o f the tested system are similar to others aqueous two-phase 

polymer-polymer systems. A:fter the polysaccharide isolation, the phase diagram was determinate 

and the partition o f a model protein, bovine serum albumin, studied. It was analysed the effect o f 

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 (O, IM e IM) addition. 

It was observed a displacement ofthe 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 coef!icient 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 coef!icient. The 

results obtained for NaCl addition showed a tendency for the decrease o f the partition coef!icient 

with the increase o f salt concentration, although in some cases, the partition coef!icient 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 column 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. V ariations in the rotation velocity ( 60, 140 and 220 rpm), dispersed phase velocity (2, 

3 and 5 mL/min) and discs number (03 and 04) were investigated. The performance of the 

equipment was characterised by the analysis ofthe fractional dispersed phase holdup, mass transfer 

coe:fficient and KA WASE recuperation índices. 

The results showed an increase ofthe dispersed phase holdup, mass transfer coe:fficient and 

recuperation índices with the increase ofthe rotation velocity. The same effects were observed for 

the increase of the dispersed phase velocity, except for the recuperation índices, which did not 

show a regular tendency. The increase of system composition decreased the fractional dispersed 

phase holdup and the mass transfer coe:fficient, although did not show a signillcant effect over the 

recuperation índices. The number discs variation did not demonstrate a signillcant effect upon the 

fractional dispersed phase holdup, although the mass transfer coefficient and the recuperation 

índices 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 of220 rpm and dispersed phase velocity of2 

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 offuture researches with this new system in recovery processes. 
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1. INTRODUÇÃO 

Devido a modernização dos processos industriais e a necessidade em se obter produtos de 

melhor qualidade e economicamente mais viáveis, existe uma grande procura por tecnologias 

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

O avanço no desenvolvimento de pesquisas no campo da bioseparação tem sido limitado 

pela complexidade do processamento de produtos farmacêuticos e biológicos. De fato, de 50-90% 

do custo de obtenção de um produto biológico reside na estratégia de purificação, havendo 

necessidade em se buscar técnicas de bioseparação eficientes e econômicas para se atingir altos 

índices de purificação e recuperação, além de preservar a atividade biológica da molécula 

(DlAMOND & HSU, 1992). 

Quando se trata de moléculas biológicas, parâmetros tais como solubilidade e estabilidade, 

estão muito relacionados ao meio de extração normalmente aplicado nas indústrias. Vários são os 

critérios usados para seleção de um meio de extração para aplicações biotecnológicas, dentre eles 

podemos citar (MATIASSON & LING, 1987): 

• não ser tóxico para o sistema biológico; 

• ser de fácil separação do produto; 

• ser barato e disponível em grande quantidade; 

• ser possível esterilizar; 

• ser imiscível em solução de água; 

• não possuir capacidade de formar emulsões estáveis com material biológico; 

• não ser inflamável; 

• não ser tóxico para o homem. 

A maioria das técnicas de separação utilizadas nos processos bioquímicas industriais para a 

recuperação e isolamento de enzimas, tais como a filtração e centrifugação, são altamente 

dependentes do tamanho da partícula. Os processos de separação sólido-líquido também são 

limitados para o processamento de células bacterianas. Por outro lado, a crescente importância 

dos processos de recuperação de proteínas tem levado ao desenvolvimento de novas e eficientes 
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técnicas de separação e purificação. Recentemente, as técnicas de separação de proteínas têm sido 

desenvolvidas baseadas na extração líquido-líquido, a qual tem demonstrado ser um campo 

tecnológico extremamente interessante (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993; KULA et ai., 

1982). 

Embora a extração líquido-líquido seja aplicada há muito tempo como técnica de 

separação laboratorial, sna utilização a nível industrial teve início nas primeiras décadas do século 

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

aromáticos do querosene. Sofreu grande desenvolvimento na indústria, principalmente após a 

Segunda Guerra Mundial, alcançando diversos setores, desde a extração de metais nobres até a 

purificação de anhbióticos, destacando-se na indústria petroquimica para remoção de 

componentes indesejáveis dos óleos lubrificantes e na separação de compostos aromáticos, além 

de ser usada em outros processos orgânicos e na indústria farmacêutica (TREYBAL, 1963). 

A extração líquido-líquido é um processo que envolve a transferência de massa entre dois 

líquidos imiscíveis. Na extração líquido-líquido, a separação de um componente de urna solução 

líquida homogênea (solução alimentadora) ocorre pela adição de um constituinte líquido, insolúvel 

ou parcialmente solúvel na solução, o solvente, no qual o componente a ser extraído da solução, o 

soluto, é preferencialmente solúvel. O soluto difunde-se no solvente extrator com urna velocidade 

característica até atingir-se as concentrações de equihbrio em cada urna das fases formadas. Este 

processo de separação é baseado na distnbuição do soluto entre as dnas fàses e a miscibilidade 

parcial dos líquidos (TREYBAL, 1963). 

Num processo de extração líquido-líquido as seguintes denominações são usadas: 

• soluto: constituinte a ser extraído e que se encontra dissolvido no diluente 

• alimentação: solução constituída pela mistura soluto +diluente 

• solvente: líquido destinado a extrair os constituintes (solutos) da solução 

• diluente ou inerte: líquido nos quais se encontra dissolvidos os solutos 

• extrato: fàse líquida rica em solvente, que contém o soluto extraído dissolvido 

• rafinado: fase líquida pobre em solvente, que retém essencialmente o diluente ou inerte 
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A operação de extração líquido-líquido consiste dos seguintes passos: 

a) contato entre o solvente extrator e a solução alimentadora contendo o componente (ou 

componentes) a ser extraído de modo que o soluto será transferido da solução alimentadora 

para o solvente extrator; 

b) separação de duas fases imiscíveis com recuperação do solvente. 

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

fuse extrato e a fàse líquida que após ter tido contato com o solvente extrator deixa o extrator é a 

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

A extração líquido-líquido tomou-se um dos principais procedimentos de separação 

adotados industriahnente. O seu "scale up" é relativamente fácil e normalmente não envolve 

equipamentos dispendiosos, apresentando vasta aplicação dentro das indústrias químicas 

(ZASLAVSKY, 1995). Contudo, o uso de uma fase orgânica tem levado a limitação das 

aplicações no processamento de bioprodutos sensíveis como proteínas, ácidos nucléicos e 

partículas celulares devído a baixa solubilidade no solvente orgânico e ao efeito desnaturante deste 

último. Por outro lado, a separação das fases também pode ser obtida quando polímeros 

bidrofilicos são adicionados a uma solução aquosa como resultado da incompatibilidade entre os 

polímeros. Quando a concentração dos polímeros excedem um certo valor, duas fases aquosas são 

formadas, as quais são biocompatíveis com as células e preservam a função biológica de proteínas 

e ácidos nucléicos, tendo sido estes tipos de sistemas os mais frequentemente investigados e 

utilizados na purificação de biomoléculas (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993; DIAMOND & 

HSU, 1992; KULA et ai., 1982). 

Nas últimas três décadas, várias pesquisas têm sido realizadas com sistemas bifásicos 

aquosos (SBA) em escala laboratorial para separação de proteínas, organelas celulares, vírus e 

outros materiais biológicos (DIAMOND & HSU, 1992; W ALTER &JOHANSSON, 1986). 

A extração com sistemas bifásicos aquosos pode ser economicamente competitiva na 

separação de proteínas, 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 ai., 1984). 
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Ultimamente, a ampliação da escala de laboratório para planta piloto (P AP AMICHAEL et 

ai., 1992), a modelagem do processo de partição (KING et ai., 1988; GROj3MANN et ai., 1998; 

EITMAN, 1994) e o desenvolvimento de novos sistemas bifásicos (CHRISTIAN et ai., 1998; 

VENÂNCIO et ai., 1993; 1995) têm sido enfatizado. 

Entre os sistemas bifásicos aquosos mais estudados em partição aquosa destaca-se o 

sistema Polietileno glicol-Dextrana. A utilização do Polietileno glicol (PEG) torna-se vantajosa 

devido ao baixo custo do polímero e as propriedades fisico-químicas favoráveis. Por outro lado, a 

Dextrana apresenta um inconveniente: um elevado custo. 

Para combater a fàlta de competitividade econômica dos sistemas bifásicos constituídos 

por PEG e Dextrana tem-se recorrido quase exclusivamente a sistemas PEG-Sais (BOLAND et 

al.,1991; KULA et ai., 1982; PAPAMICHAEL et ai., 1992). 

Sistemas bifásicos PEG-Sais apresentam, no entanto, alguns problemas que limitam sua 

aplicabilidade. Estes sistemas formam-se com elevadas concentrações de sal em ambas as fases, o 

que pode causar a desnaturação de estruturas biológicas (LIN et ai., 1996; KULA et ai., 1989). 

Outra forma para evitar o elevado custo associado ao sistema PEG-Dextrana é a utilização 

de polímeros alternativos, destacando-se o sucesso obtido pelo Hidroxipropilamido, 

comercializado sob o nome comercial de Reppal PES (TJERNELD et al, 1986; STURESSON et 

ai., 1990) o qual possibilitou uma elevada redução no custo dos reagentes necessários a formação 

de fases (TJERNELD et ai., 1986). 

O exsudato do cajueiro, produzido pela Anacardium occidentale L., planta nativa do 

nordeste brasileiro, consiste num heteropolissacarideo ramificado (arabinogalactana ácida) 

exsudado naturalmente ou através de incisões do tronco e ramos da árvore como uma goma ou 

resina (PAULA & RODRIGUES, 1995). Estudos preliminares indicam que o polissacarideo 

apresenta características atrativas para aplicação como polímero constituinte de sistemas bifásicos 

aquosos. 

Normalmente, os processos de extração de partículas biológicas têm sido realizados de 

modo descontínuo; recentemente, a utilização de processos contínuos tem recebido ímpulso com a 

extração continua em colunas operando em contracorrente, uma vez que o processamento 
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contínuo apresenta ínúmeras vantagens como a automação do processo, redução no tempo de 

processamento e menor espaço fisico ocupado, uma vez que as unidades não são volumosas 

(KULA, 1990; BOLAND, 1990). 

O ínteresse do emprego de SBA na extração líquido-líquido reside na disponibilidade de 

equipamentos já desenvolvidos, cujo desempenho é, ao menos em parte, conhecido. No entanto, o 

projeto destes equipamentos tem por base estudos realizados em sistemas tradicionais, enquanto 

as pesquisas voltadas aos sistemas de ínteresse atuais se concentram na escolha de solventes, na 

determinação do equihbrio de fases e dos coeficientes de partição, evidenciando a necessidade do 

estudo operacional e de transferência de massa para esta operação unitária aplicada a 

bioseparações. 

Entre os equipamentos que trabalham em contracorrente e de modo contínuo, as colunas 

de discos perfurados rotativos (PRDC) tornaram-se uma alternativa atrativa quando comparadas a 

outros equipamentos convencionais de separação líquido-líquido. Entre as vantagens deste 

equipamento estão o aumento do grau de dispersão e da eficiência de uma certa separação devido 

à agitação mecânica imposta aos discos. 

Poucos sistemas bifásicos aquosos têm sido testados em colunas de extração líquido

líquido. Os trabalhos encontrados na literatura referem-se a sistemas PEG-Dextran (SA W ANT et 

ai., 1990), sistemas PEG-Maltodextrína (RAGHAV-RAO et ai., 1991) e a sistemas PEG-Sais 

(JAFARABAD et al., 1992a; JAFARABAD et ai., 1992b; PORTO et ai., 1997 PORTO et ai., 

1999). 

Dada a escassez de resultados encontrados na literatura, especialmente no que se refere à 

aplicação de sistemas bifásicos aquosos formados por dois polirneros e a utilização destes em 

extração contínua, torna-se necessário o desenvolvimento de sistemas menos dispendiosos para 

processamento índustrial. 

Definiu-se, corno objetivo deste trabalho, o estudo da aplicação de um polirnero regional 

de baixo custo a técnicas de separação bifásica aquosa. Pretendeu-se mostrar que os dados 

compilados ao longo das últimas três décadas para sistemas bifásicos aquosos formados por 

polirneros corno a Dextrana podem ser transpostos para sistemas formados por polirneros 

alternativos. 
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Assim, iniciou-se o trabalho com a caracterização de sistemas bifásicos aquosos fonnados 

pelo polissacarídeo do cajueiro (Anacardium occidentale L.) e PEG através do estudo das 

variáveis do processo (peso molecular do polietileno glicol, pH, "tie-line", temperatura e adição de 

NaCl) na extração de urna proteína modelo, a albwnina de soro bovino. 

Estudou-se ainda a implementação destes sistemas em processos de extração em contínuo 

utilizando colunas de extração com discos perfurados rotativos (PRDC). A avaliação do 

desempenho operacional deste equipamento foi realizada com base na sua caracterização 

hidrodinâmica através do estudo da influência de variáveis geométricas e operacionais como 

velocidade de rotação, velocidade da fase dispersa e número de discos sobre a fração retida da 

fase dispersa, o coeficiente de transferência de massa e o índice de recuperação. 

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

estudos futuros em processos de extração. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. SISTEMAS BIFÁSICOS AQUOSOS 

2.1.1. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

A extração líquido-líquido utilizando sistemas de duas fases aquosas tem sido um tópico de 

grande interesse nestes últimos anos e foi primeiramente descrita na literatura pelo microbiologista 

alemão BEIJERINCK (1896), o qual descobriu que gelatina (ou amido), ágar e água misturados a 

certas concentrações formavam um sistema de duas fases, sendo a fase superior rica em gelatina e 

a fase inferior, rica em ágar. Em 1947, DOBRY e BOYER-KAWENOKI desenvolveram um 

estudo sistemático sobre a miscibilidade de diferentes polimeros na presença de água e de 

solventes orgânicos. Na década de 40, CRAIG & CRAIG foram os pioneiros no uso de sistemas 

aquoso-orgânico para a purificação de proteínas utilizando distribuição em contra-corrente 

(ALBERTSSON et ai., 1990; DIAMOND & HSU, 1992). Posteriormente, nos anos 50, PER

AKE ALBERTSSON descobriu que polietileno glicol (PEG), fosfatos de potássio e água, assim 

como PEG, Dextrana e água formavam sistemas de duas fases (DIAMOND & HSU, 1992). 

Foi ALBERTSSON que reconheceu a possível utilização destes sistemas como método de 

separação aplicado a biomacromoléculas, partículas celulares e células sob condições que 

preservassem sua atividade biológica, estabelecendo um grande número de diagramas de fase de 

vários sistemas de duas fases aquosas, descrevendo também as suas propriedades fisico-químicas 

básicas (DIAMOND & HSU, 1992; KULA et ai., 1982). 

Os sistemas de duas fases aquosas são geralmente formados por urna solução aquosa de 

dois polimeros hidrófilos ou um polimero e de determinados sais. Acima da concentração crítica 

destes componentes ocorre espontaneamente a separação de fases, predominando um ou outro 

componente em cada urna das fases resultantes. A TABELA 01 apresenta vários exemplos de 

sistemas bifásicos aquosos para aplicações biotecnológicas. Consideremos, por exemplo, urna 

mistura de Polietilieno glicol (PEG), Dextrana e água. Acima de determinadas concentrações dos 

polimeros, esta mistura separa-se em duas fases aquosas em equihbrío, sendo a fase superior rica 

em PEG e a fase inferior, rica em Dextrana. Embora ambos os polimeros sejam solúveis em água, 
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TABELA 01- Exemplos de sistemas bifiísicos aquosos 

1. SISTEMAS POLIMERO-POLIMERO-AGUA 

Polímero 

Polietileno glicol 

Polivinilpirrolidina 
Hidroxipropildextrana 
Metilcelulose 

Fico! 
Detergentes não-iônicos 
baseados no polioxietileno 
(Triton N, Triton X, Tween) 

Polímero 

Hidroxipropildextrana 
Goma de Guar 
Farinha de alfarroba 
Maltodextrina 
Dextrana 
Hidroxipropilamido 

Pululana 
Álcoolpolivinílico 
Polivinilpirrolidina 
Dextrana bruta 
Dextrana 
Dextrana 
Dextrana 
Hidroxipropildextrana 
Dextrana 

Referência 

ALBERTSSON, 1986 
VENÂNCIO et ai., 1995 
VENÂNCIO, 1996 
SZLAG & GIULIANO, 1988 
ALBERTSSON, 1986 
TJERNELD et ai., 1986 
BUITELAAR et ai., 1992 
VENÂNCIO et ai., 1993 
NGUYEN et ai., 1988 
ALBERTSSON, 1986 
ALBERTSSON, 1986 
KRONER et ai., 1982 
ALBERTSSON, 1986 
ALBERTSSON, 1986 
ALBERTSSON, 1986 
ALBERTSSON, 1986 
ALBERTSSON, 1986 
SANCHEZ-FERRER et ai., 1994 

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

Polímero 

Polietileno glicol 

Metoxipolietileno glicol 

Soluto de baixo peso 

molecular 

Fosfato de potássio 
Sulfato de potássio 
Sulfato de magnésio 
Glicose 
Glicerol 
Fosfato de potássio 

Referência 

ALBERTSSON, 1986 
ALBERTSSON, 1986 
EITMAN & GAINER, 1990 
ALBERTSSON, 1986 
ALBERTSSON, 1986 
ALBERTSSON, 1986 

quando misturados, são incompatíveis, separando-se em duas fases. A imiscibilidade das fases é 

resultado do fenômeno de incompatibilidade entre os polímeros. Quando a concentração dos 

polímeros são altas, eles não são capazes de interagir, levando a formação de agregados que 

tendem a promover suas exclusões e simultaneamente a separação das fases. Urna mistura 
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homogênea só é atingida se a interação entre os diferentes polímeros for maior do que a interação 

entre as moléculas da mesma espécie (ALBERTSSON, 1986). 

Os sistemas bifãsicos aquosos apresentam a característica particular de apresentarem em 

sua composição um elevado conteúdo em água, o que permite a partição de biomoléculas em 

condições não desnaturantes. Por exemplo, as fases dos sistemas constituídos por Polietileno 

glicol-Dextrana contêm cerca de 80-90% em água. Já os sistemas bifásicos constituídos por 

solventes orgânicos e água, como butanol-água e etanol-soluções salinas, possuem apenas cerca 

de 40-50% em água na fase orgânica, condição que pode causar a precipitação e desnaturação de 

proteínas e concentração de materiais biológicos exclusivamente na fase aquosa (DIAMOND & 

HSU, 1992). 

2.1.2. CARACTERIZAÇÃO DOS DIAGRAMAS DE FASES 

Basicamente, qualquer polímero hidroffiico, natural ou sintético, miscível em água, pode 

dar origem a separação de fases quando misturado com outro polímero ou com determinados sais. 

As composições das fases e as concentrações das misturas polímero-polímero ou polímero-sal 

necessárias para que ocorra a separação das fases podem ser representadas num diagrama de 

fases. A FIGURA 01 representa esquematicamente o diagrama de fases para um sistema polímero 

A - polímero B - água. Neste, as concentrações dos polímeros são expressas em % (p/p ), 

designando-se por binodal a linha curva que divide o diagrama em duas áreas distintas. A 

separação das fases ocorre apenas quando a mistura dos dois polímeros possuem composições 

representadas por pontos acima da binodal (ponto F), enquanto que misturas representadas por 

pontos abaixo da binodal (ponto D) resultam numa solução homogênea (CABRAL & AIRES

BARROS, 1993). 

A FIGURA 02 apresenta o diagrama de fases para o sistema Polietileno glicol 4000-

Dextrana TSOO a 20 oc , estando o PEG concentrado na fase superior e a Dextrana na fase 

inferior. Nesta figura, a composição da fase inferior da mistura de concentração total T, é 

representada pelo ponto I, e a composição 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 têm as mesmas composições mas diferentes proporções em volume (V5Nr). O comprimento 

da "tie-line" é um parâmetro que depende da concentração total do sistema, representando por 

isso uma medida da diferença entre as fases em equihbrio. De fato, à medida que a composição do 

sistema se aproxima do ponto crítico (P) o comprimento da "tie-line" diminui, decrescendo 

também a diferença entre as duas fases. No ponto crítico, a composição e o volume das duas fases 

em equihbrío tomam-se iguais (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993). 

ALBERTSSON (1986) deduziu uma expressão para a razão entre os volumes das fases 

superior (S) e inferior (I) 

V sNr drlds x TIITS 

No entanto, a densidade das duas fases não é muito diferente da densidade da água, pelo 

que a razão de volumes pode ser obtida aproximadamente a partir das distâncias TI e TS na "tie-

line". 

PolímeroB% 

FIGURA 01- Diagrama de fases representativo de um sistema polímero A-polímero B-água. 

Misturas representadas por pontos acima da curva (ponto F) resultam em sistemas bifásicos, 

enquanto que misturas representadas por pontos abaixo da curva (ponto D) resultam em sistemas 

unifãsicos 
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FIGURA 02- Diagrama de fases do sistema Polietileno glicol 4000-Dextrana T-500 a 20 oc 
(ALBERTSSON, 1986), onde: T representa a composição total do sistema; S a composição da 

fase superior; I a composição da fase inferior; P o ponto crítico 

2.1.2.1. Termodinâmica do diagrama de fases 

Existem dois pontos de vista importantes na força motriz da separação de fases do sistema 

bifásico aquoso polímero-polímero. A teoria desenvolvida por FLORY (1941) e HUGGINS 

(1941) tem sido utilizada para descrever a termodinâmica que leva a separação das fases. O 

caminho mais simples para discutir suas hipóteses é apresentado na expressão geral de energia 

livre de Gibbs de mistura a pressão e temperatura constantes: 

onde AGm, Mim, T ASm e t referem-se a energia livre de Gibbs de mistura, a entalpia de mistura, 

entropia de mistura e temperatura, respectivamente. Se AGm é negativo, a mistura dos polímeros 

com água resultará numa solução homogênea. Se AGm é positivo, a separação de fases ocorrerá. A 

teoria de FLORY-HUGGINS (1941) sugere que se as concentrações das soluções de polímeros 

são baixas, existirá apenas um pequeno ganho de entropia na mistura dos polímeros em água. 
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Entretanto, uma vez que a cadeia do polímero tem uma área superficial muito maior do que os 

compostos de baixo peso molecular, as interações entre os segmentos das duas moléculas de 

polímero, que são geralmente desfavoráveis, levará a um .Mim positivo que dominará o AGm da 

expressão (FLORY, 1953). O AGm positivo resultará na separação das fases. Portanto pode-se 

concluir pelo uso da teoria de FLORY-HUGGINS (1941) que a água não possui um papel 

importante na separação das fases, mas sim apenas as interações entre os polímeros. 

Por outro lado, ZASLA VSKY e colaboradores (1989) afirmam que a estrutura da água 

também deve ser considerada na separação de fases. Sua teoria baseia-se nas propriedades fisico

químicas da água (constante dielétrica, tempo de relaxamento dielétrico, afinidade relativa da água 

para o grupo CH2 e polaridade total), ou seja, a água não se comportaria como um solvente inerte 

sendo capaz de interagir em múltiplas ligações covalentes, como também em pontes de hidrogênio 

em um único segmento dos polímeros hidrofilicos envolvidos. Estes autores baseiam-se no fato de 

que alterando-se diferentes fatores (temperatura, solventes orgânicos, sais inorgânicos) efeitos 

similares são produzidos no comportamento do diagrama de fases. O ponto que esses fatores têm 

em comum é afetar a estrutura da água. 

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 concentração e peso molecular dos polímeros, temperatura, adição de sais e pH, embora 

os mecanismos e os efeitos através dos quais estes parâmetros influenciam a separação das fases 

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

De um modo geral, aumentando a massa molecular de um dos polímeros a separação das 

fases é obtida com concentrações mais baixas de polímeros, isto é, a binodal sofre um 

deslocamento no sentido da origem no diagrama de fases e as fases apresentam um maior 

conteúdo em água. Quanto maior for a diferença entre as massas moleculares dos polímeros, mais 

assimétrica será a binodal. (ALBERTSSON, 1986). 
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O efeito da concentração dos polúneros foi rapidamente discutido na descrição do 

diagrama de fases. Normalmente, para baixas concentrações de polúneros, ambos são miscíveis 

com a água e entre si. Com o aumento da concentração, ocorrerá a separação de fases 

(DIAMOND & HSU, 1992). 

O efeito da temperatura é muito diferente de sistema para sistema, dependendo do tipo de 

polúnero usado. Normalmente, sistemas bifãsicos aquosos compostos por polúnero-sal, como os 

sistemas PEG-fosfatos, formam mais facilmente duas fases a temperaturas elevadas, ocasionando 

uma diminuição nas concentrações de polúnero e sal necessárias a formação de duas fases. Pelo 

contrário, sistemas polúnero-polúnero, como o PEG-Dextrana, formam com mais facilidade duas 

fases a temperaturas mais baixas, o que promove uma aproximação da binodal da origem do 

diagrama de fases. Comportamentos similares são observados para sistemas Polivinilpirrolidina

Dextrana e Polivinil álcool-Dextrana (ZASLAVSKY et al.,1989); já o sistema Metilcelulose

Dextrana não é praticamente afetado pela temperatura (DIAMOND & HSU, 1992). 

O efeito da adição de sais no diagrama de fases varia com o sal adicionado e com o sistema 

bifãsico aquoso. Os sistemas contendo polúneros não iônicos como o Polietileno glicol e a 

Dextrana, praticamente não são afetados pela adição de baixas concentrações de sais univalentes 

(exemplo, o NaCl), que possuem coeficiente de partição próximo a 1. ZASLA VSKY e 

colaboradores (1986; 1987) demonstraram que o aumento da concentração de sais monovalentes 

(maiores que 0,1 M) em sistemas PEG-Dextrana altera a composição das fases sem provocar 

alterações significativas na binodal. Contudo, sais multivalentes como fosfato e sulfato possuem 

preferência para a fase inferior rica em Dextrana, alterando assim a composição das fases e 

deslocando a binodal para a origem do diagrama de fases. O efeito do tipo e concentração de sais 

nos sistemas PEG-Dextrana, no entanto, não pode ser generalizado para outros sistemas. Já a 

separação das fases em sistemas contendo polúneros carregados é bastante dependente da 

composição iônica. Quanto a adição de sais a sistemas constituídos por polúnero-sal , quanto 

maior a carga do ânion, mais baixa a concentração de sal necessária para que ocorra a separação 

das fases. Relativamente aos cátions, a tendência para formar duas fases segue a ordem Na+ > 

Mg2
+ > Zn2

+ > Lt . Contudo, a contribuição do ânion para a eficácia de um determinado sal em 

promover a separação das fases é muito mais importante do que a contnbuição do cátion 

(ALBERTSSON, 1986; DIAMOND & HSU, 1992). 
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O efeito do pH na separação das fases foi estudado por HUDDLESTON e colaboradores 

(1991) para o sistema PEG-fosfàto de potássio. Observou-se que o aumento do pH de 6,0 para 

9,2 deslocou a binodal no sentido de menores concentrações de polímero e sal. 

2.1.2.3. Propriedades ÍJSicas das fases 

A tensão interfàcial entre as fàses em SBA é muito pequena, algumas ordens de grandeza 

inferiores às correspondentes dos sistemas aquoso-orgânico e orgânico-orgânico, sendo no 

entanto mais elevada em sistemas PEG-Sal do que em sistemas PEG-Dextrana (KULA, 1985). 

Sistemas bifásicos aquosos compostos por Dextrana e Polietileno glicol exibem tensões interfàciais 

da ordem de 10·7 Ncni\ enquanto sistemas butanol-água e etanol-soluções salinas apresentam 

valores cerca de mil vezes superiores. Assim, a agitação mecânica da mistura produz bolhas muito 

pequenas, mesmo sem grande consumo de energia, o que contribui significativamente para que o 

equihbrio na formação das fàses se estabeleça rapidamente. Esta baixa tensão interfàcial dos SBA 

minimiza também a desnaturação de biomoléculas que condensam na interfàce, preservando a sua 

atividade biológica (ALBERTSSON, 1986). A tensão interfàcial aumenta no entanto com a 

concentração dos polímeros, ou seja, com o afàstamento do ponto crítico (DIAMOND & HSU, 

1992). 

Devido ao elevado conteúdo em água nos SBA, a densidade das fàses é aproximadamente 

igual a 1 (ALBERTSSON, 1986). A diferença de densidade entre as fàses nestes sistemas também 

é pequena, sendo maior para sistemas PEG-fosfàtos (0,04-0,1) do que para sistemas PEG

Dextrana (0,02-0,07) (KULA, 1985). 

A viscosidade das fàses está diretamente relacionada com o aumento da massa do 

polímero; geralmente, quanto maior for a massa molecular do polímero, mais elevada é a 

viscosidade das duas fases em equihbrío (ALBERTSSON, 1986). Entretanto, o aumento da 

viscosidade com a massa molecular do polúnero pode ser minimizado pelo fàto de que, quando se 

usam polúneros de elevada massa molecular, são necessárias concentrações mais baixas destes 

polímeros para a formação das fases. De fato, a viscosidade de uma solução de polímero é 
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extremamente dependente da sua concentração (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993; 

TJERNELD & JOHANSSON, 1990). 

A pressão osmótica das fases é pequena devido aos elevados pesos moleculares dos 

polimeros formadores das fuses. Quando as fases estão em equihbrio, a pressão osmótica é a 

mesma para ambas. Em elevadas concentrações dos polimeros, a pressão osmótica é independente 

do peso molecular (ALBERTSSON, 1986). 

O tempo necessário para obter a separação das fases depende da diferença de densidade, 

das viscosidades e da tensão interfacial das fases. Pontos próximos ao ponto crítico, onde a 

diferença de densidade entre as fases é muito pequena, e pontos afastados do ponto crítico, onde a 

viscosidade é elevada devido ao aumento da concentração dos polimeros, requerem tempos de 

separação longos. O tempo de separação das fases depende também do tempo necessário para que 

as pequenas bolhas coalesçam, dando origem a bolhas maiores, pelo que a baixa tensão interfacial 

que caracteriza estes sistemas dificulta a separação das fases. O tempo de separação das fuses 

depende ainda da razão de volumes entre as fases se estas tiverem viscosidades diferentes. Se a 

fase mais viscosa for a de maior volume, a separação das fases será mais lenta. Os sistemas PEG

Dextrana e PEG-Sal são os que possuem tempos de separação mais curtos (5-30 minutos), 

enquanto que os sistemas Dextrana-Ficol e Dextrana-Metilcelulose possuem os tempos de 

separação mais longos (1-6 horas) (ALBERTSSON, 1986). 

As propriedades fisicas dos sistemas bifãsicos aquosos podem ser alteradas por 

manipulação de sua concentração e composição dos polimeros e sais. Sendo aquosos, os sistemas 

podem ser tamponados ou tornados isotônicos. Deste modo, a partição de moléculas e de 

partículas biológicas pode ser explorada para obtenção de separações que de outro modo seriam 

dificeis de serem realizadas (DIAMOND & HSU, 1992). 

2.1.2.4. Fatores que influenciam a partição de biomoléculas em sistemas bifásicos aquosos 

Os fundamentos da partição de biomoléculas entre duas fases ainda não são bem 

compreendidos, apesar do significativo progresso alcançado com a modelagem termodinâmica da 

distribuição de proteinas em SBA. A modelagem quantitativa da partição de proteinas representa 
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um problema complexo pelo fato do comportamento do sistema depender de fatores muito 

diversos como tamanho da molécula, conformação, estrutura da superficie, interações de 

polímeros com as cadeias das proteinas e com diferentes sais, interações polímero-polímero, sal

proteína, e, quando usados, as interações dos ligantes com os outros componentes presentes. As 

condições adequadas para a partição deverão ser encontradas experimentalmente devido à 

interdependência dos fatores acima citados. Considerando que Cs seja a concentração da proteina 

na fase superior e C i a concentração da proteina na fase inferior, o coeficiente de distribuição das 

proteinas é definido por: 

K=Cs/Ci 

A distribuição de substâncias solúveis como proteinas e ácidos nucléicos entre as fases é 

então caracterizada pelo coeficiente de partição (K). 

Devido a capacidade de adsorver material biológico, a interface pode desempenhar 

também um papel muito importante na partição entre as duas fases do sistema. De fato, no estudo 

da partição de partículas em suspensão, como células e organelas celulares, três "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 partição de substâncias solúveis este fenômeno não é 

significativo (ALBERTSSON, 1986). 

ALBERTSSON, (1986) propôs o modelo mais simples para o cálculo de K, considerando 

que a partição de substâncias com atividade biológica em SBA varia com inúmeros fatores: fatores 

de ordem estrutural e de ordem ambiental. Assim, o coeficiente de partição pode ser definido pela 

expressão: 

log K= log Kamb + log Kest 

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

estrutural para o coeficiente de partição. 

No grupo dos fatores ambientais englobam-se as propriedades e caracteristicas do SBA: 

sais (tipo e concentração), polímeros (tipo, peso molecular e concentração), pH, temperatura e 
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presença de ligandos bioespecíficos. Os fatores estruturais relacionam-se com as propriedades do 

material a particionar: peso molecular, carga superficial, bidrofobicidade e outras propriedades de 

super:ficie (MATIASSON & LING., 1987; DIAMOND & HSU, 1992). 

Entretanto, modelos quantitativos para predição do comportamento do sistema em função 

do tipo de polimero, de biomolécula, da composição das fases, do pH e da temperatura não estão 

disponíveis. Adicionalmente, os mecanísmos fundamentais que governam o comportamento destas 

variáveis não foram ainda satisfatoriamente elucidados (BASKIR et ai., 1989). Uma vez mais é 

possível ressaltar a importância do desenvolvimento da termodinâmica da extração com SBA 

(KULA, 1990). 

A partição de compostos com atividade biológica pode ser ajustada por manípulação da 

composição dos SBA. A estrutura, presença de grupos iônícos, massa molecular e concentração 

dos polimeros influenciam a partição. 

Em geral, um aumento na massa molecular de um dos polimeros do sistema bifiísico, para 

urna determinada composição de fases, diminui a partição de material biológico para a fase rica 

neste polimero. Por exemplo, em sistemas PEG-Dextrana observa-se um aumento no coeficiente 

de partição de proteínas quando se aumenta a massa molecular da Dextrana ou quando se diminui 

a massa molecular do PEG (HUSTEDT et ai., 1978). Este efeito da massa molecular dos 

polimeros está muito relacionado com a massa molecular do biomaterial. De fato, a partição de 

aminoácidos ou proteínas de baixa massa molecular (até 10.000 Da) não é muito influenciada por 

variações na massa molecular dos polimeros, não acontecendo o mesmo com proteínas de maior 

massa molecular (W AL TER & JOHANSSON, 1986). 

Perto do ponto critico de um sistema bifiísico as duas fases em equihbrio têm composições 

muito semelhantes, pelo que o coeficiente de partição de biomoléculas é aproximadamente igual a 

1. Pelo contrário, aumentando a concentração 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 concentração da Dextrana não é considerada urna variável muito critica, enquanto que 

a concentração de PEG influencia a partição de forma mais acentuada. 
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Tal como foi referido, são muitos os polímeros solúveis em água que podem ser usados 

para formar sistemas de duas fases aquosas. ALBERTSSON (1986) publicou extensas listas de 

SBA obtidos pelas mais variadas combinações de polímeros. Do tipo de polímero escolhido para 

formar o sistema bifásico, depende, por exemplo, a hidrofobicidade das duas fases e 

consequentemente a partição de biomateriais. ALBERTSSON (1986) comparou a hidrofobicidade 

de soluções aquosas de vários polímeros tendo obtido a seguinte sequência: Sulfato de dextrana 

Carboximetildextrarta < Dextrana < Hidroxipropildextrana < Metilcelulose < Polivinil álcool < 

PEG < Polipropileno glicol. 

O efeito da temperatura na partição de proteinas não tem sido sistematicamente avaliado 

(DIAMOND & HSU, 1992; FORCINITI et al., 1991). A influência da temperatura é bastante 

complexa devido ao seu efeito na composição das fases em equihbrio, assim como a alteração 

(associação ou dissociação) da estrutura da proteína e desnaturação. Alguns trabalhos relatam um 

aumento do coeficiente de partição com a temperatura (JOHANSSON et al., 1983; JOHANSSON 

et al., 1984; TJERNELD et ai., 1985;); outros, que não há relação entre o coeficiente de partição 

e a temperatura (JOHANSSON et al., 1973; TJERNELD et al., 1985), demonstrando a 

necessidade de estudos mais aprofundados para se esclarecer o efeito deste parâmetro sobre a 

partição. 

A adição de sais, mesmo em concentrações milimolares, influencia fortemente a partição 

de materiais carregados eletricamente. Embora os sais se distribuam quase que igualmente entre as 

fases, existem pequenas mas significantes diferenças nos coeficientes de partição de diferentes sais, 

o que significa que diferentes íons possuem diferentes afinidades pelas fases, criando urna 

diferença de potencial elétrico entre as fases, que por sua vez direciona a partição de materiais 

biológicos carregados. Mesmo em SBA formados por dois polímeros sem carga, caso do sistema 

PEG-Dextrana, alguns íons mostram diferentes afinidades para as fases. A influência de diferentes 

sais na partição de proteinas a baixas concentrações foi estudada no sistema PEG-Dextrana 

(ALBERTSSON, 1986). Para proteinas carregadas negativamente, os cátions diminuem o 

coeficiente de partição na ordem Lt < NH/ < Na+< Cs + < K+ e os ânions monovalentes na ordem 

F< C!'< Br-<L Os ânions bivalentes diminuem o coeficiente de partição na ordem HPO/< So/·. 

O efeito é oposto para proteinas carregadas positivamente. Assim, para se obter um elevado 

coeficiente de partição para proteinas carregadas negativamente, deve-se usar monohidrogeno 
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fosfàto de sódio ou lítio. Por outro lado, para se obter um menor coeficiente de partição, deve-se 

usar cloreto ou brometo de potássio. Uma vez que a carga na maioria dos materiais biológicos é 

dependente do pH, a escolha deste e de um sal pode constituir um modo efetivo de ajuste da 

partição (WALTER & JOHANSSON, 1986). A dependência do coeficiente de partição para 

concentrações elevadas de sais no sistema PEG-Dextrana também foi explorada por 

ALBERTSSON (1986) para o NaCl. A forças iônicas mais elevadas (> 1,0 M), a partição de 

proteínas é fortemente influenciada pela concentração do sal. O aumento do coeficiente de 

partição com o aumento da concentração de NaCl pode ser atribuído a um aumento das interações 

hidrofóbicas com o Polietileno glicol ou a efeitos do "salting-out". Apesar do Polietileno glicol ser 

hidrofilíco, suas interações com os domínios hidrofóbicos das proteínas podem aumentar para 

concentrações elevadas de sal. Este efeito é muito comum em partição de proteínas, sendo 

observado principalmente em sistemas de PEG-Dextrana com NaCI. 

Em sistemas polímero-sal, a partição de material biológico é fortemente influenciada pela 

concentração do sal, o que pode ser atnl>uído a efeitos de "salting-out" (KULA et ai., 1982). Em 

sistemas de PEG-Sal, um aumento do comprimento da "tie-líne" promove a transferência das 

proteínas da fase rica em sal para a fàse rica em PEG ou, caso a solubilidade das proteínas nesta 

fàse não seja suficientemente elevada, a precipitação destas na interfàce. 

Em geral, o coeficiente de partição de moléculas pequenas, como aminoácidos, é 

aproximadamente igual a 1 (SAZAKA WA & W AL TER, 1974). Pelo contrário, moléculas maiores 

tendem a se distribuir de maneira desigual entre as fàses, acumulando-se preferencialmente numa 

das fàses (SAZAKA WA & W AL TER, 1972). Existem, no entanto, algumas exceções, o que 

mostra que a partição entre as fàses depende de outras propriedades, além do tamanho da 

biomolécula, como por exemplo, propriedades de superficie (carga e hidrofobicidade ). 

A influência da carga da biomolécula na sua partição pode ser estudada medindo o 

coeficiente de partição a vários valores de pH (SAZAKAWA & WALTER, 1974) pois, como se 

sabe, a carga de biomoléculas depende do pH. Contudo, esta influência da carga da biomolécula 

depende muito do tipo de sal presente no sistema, uma vez que diferentes sais dão origem a 

diferentes potenciais elétricos entre as fases, como discutido anteriormente. Para se ocultar a 

contribuição do tampão para o potencial interfàcial, o sal deve ser adicionado em excesso. Este 

comportamento pode ser explorado para a determinação do ponto isoelétrico (pl) das proteínas. 
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Para tal, basta determinar o coeficiente de partição para diferentes pH e na presença de diferentes 

sais, correspondendo o pl ao pH para o qual não se detecta o efeito do sal na partição 

(ALBERTSSON, 1986). A partição de proteínas em sistemas possuindo potencial nulo, para o 

que basta escolher o sal ou a mistura de sais apropriada, deveria ser independente da carga, ou 

seja, independente do pH. No entanto, certas proteínas não apresentam este tipo de 

comportamento em determinados intervalos de pH, o que, em alguns casos, pode ser explicado em 

termos de alterações conformacionais da estrutura das proteínas (ALBERTSSON, 1986). Em 

condições extremas de pH é possível que ocorra a desnaturação das proteínas. Geralmente, a 

partição de proteinas desnaturadas é diferente da partição das mesmas proteínas na forma nativa, o 

que pode ser atribuído não só à maior área superficial da forma desnaturada, mas também ao fato 

da superficie exposta desta ser muito mais hidrofóbica (ALBERTSSON, 1986). 

A modificação quimica de um dos polímeros do sistema bifásico constitui um processo de 

aumentar a partição de material biológico para a fase rica nesse polímero e inclui a ligação 

covalente de grupos carregados, grupos hidrofóbicos e outros ligandos possuindo afinidade 

específica para determinada biomolécula (JOHANSSON, 1989; JOHANSSON et ai., 1973; 

WALTER & JOHANSSON, 1986). De fato, a introdução de grupos carregados positivamente a 

um dos polímeros do sistema promove um aumento na partição de proteínas possuindo carga 

negativa para a fase rica neste polímero. Assim, a intensidade desta interação eletrostática entre o 

polímero carregado e as proteínas e consequentemente a partição depende fortemente do pH, urna 

vez que deste depende a carga das proteínas (ALBERTSSON et ai., 1990). 

Conforme comentado anteriormente, a ligação de grupos hidrofóbicos a um dos polímeros 

aumenta a afinidade de proteínas com zonas de ligação hidrofóbicas para a fase rica neste 

polímero. Este tipo de partição em que as interações hidrofóbicas assumem um papel muito 

importante, vulgarmente conhecida como partição de afinidade hidrofóbica, pode ser usada não só 

para separar material biológico de acordo com sua hidrofobicidade, mas também para medir a 

hidrofobicidade de proteínas e partículas celulares (JOHANSSON et ai., 1973). 

Muitas proteínas apresentam interações únicas com pequenas moléculas, permitindo a 

alteração da partição e a obtenção de seletividade. Esta aproximação, denominada partição por 

afinidade, combina o efeito da partição com o do biorreconhecimento. Urna classe de ligandos 

bastante usada nestas aplicações são 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 proteínas para a 

fase rica em PEG (JOHANSSON, 1989). A partição por afinidade constitui assim um processo de 

aumentar a especificidade e a seletividade da extração líquido-líquido de material biológico. 

O fato da partição depender de um grande número de fatores distintos confere 

considerável versatilidade aos sistemas de duas fases aquosas na separação de misturas de 

componentes. Entretanto, a existência de tantas variáveis, na sua grande maioria interdependentes, 

torna extremamente dificil a previsão teórica do coeficiente de partição de um dado soluto, 

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

2.1.2.5. Termodinâmica da partição 

O banco de dados para SBA é pobre no que se refere a seleção e concentração de sais 

adicionados, pH, temperatura e peso molecular dos polímeros adequados para se obter um fator 

de purificação satisfatório. Adicionalmente, estas condições devem ser ajustadas ao tipo de 

biomolécula a ser particionada. Assim é fundamental estabelecer métodos que possibilitem a 

predição o comportamento das variáveis do sistema, para tornar o processo de purificação 

comercialmente viável. 

Vários modelos teóricos que descrevem as propriedades termodinâmicas de SBA e a 

partição de proteínas nestes sistemas têm sido propostos. DIAMOND & HSU (1989) utilizaram 

uma forma modificada da teoria de FLORY-HUGGINS (1941) para correlacionar a partição de 

proteínas em sistemas PEG-Dextrana. KING e colaboradores (1988) modelaram com sucesso a 

partição de proteínas em sistemas PEG-Dextrana na presença de sais usando um modelo 

termodinâmico-molecular baseado na equação do viria!. Além destes, vários outros modelos 

teóricos e experimentais têm sido desenvolvidos por pesquisadores em todo mundo (EITMANN 

& GAINER, 1992; GRO~MANN & GAINER, 1988; GRO~MANN et ai., 1998; LIN et ai., 

1999; TINTINGER et ai., 1997). 

De fato, estes modelos facilitam o desenvolvimento dos fundamentos termodinâmicos para 

SBA (KULA, 1990). No entanto, muitos deles são limitados não só devido a dificuldade em se 

determinar seus parâmetros, mas também pelo fato de que o grande número de parâmetros e sua 

42 



SARUBBO, L.A. Revisão da Literatura 

variação com a composição do sistema requer um elevado número de experimentos independentes 

(BASKIR et ai., 1989). Consequentemente, o banco de dados de métodos capazes de 

correlacionar e predizer o comportamento de partição de materiais biológicos em SBA está longe 

de se tornar adequado para aplicações industriais. 

2.1.3. APLICAÇÕES EM LARGA ESCALA 

Nas últimas três décadas, várias pesquisas têm sido realizadas com sistemas bifãsicos 

aquosos em escala laboratorial para a separação de proteínas, organelas celulares, vírus e outros 

materiais biológicos. A aplicação de sistemas bifásicos para a partição de proteínas em larga escala 

também tem sido demonstrada, nos últimos anos, através da utilização de centrífugas e extratores 

(DIAMOND & HSU, 1992; W AL TER & JOHANSSON, 1986). 

A extração bifãsica aquosa exibe inúmeras vantagens sobre outros métodos de separação e 

recuperação. De acordo com ALBERTSSON (1986) e WALTER & JOHANSSON (1986), as 

principais vantagens da aplicação dos sistemas bifãsicos aquosos são: 

• facilidade no aumento da escala; 

• rápida transferência de massa; 

• equilíbrio alcançado com recurso a baixas energias na forma de mistura mecânica; 

• possibilidade de operação em contínuo; 

• possibilidade de operação à temperatura ambiente, sendo 

• mais econômico que outros processos de separação. 

As operações envolvendo os sistemas bifãsicos aquosos são, de um modo geral, facilmente 

executadas em qualquer escala técnica. Isto se deve principalmente a rapidez com que ocorre o 

equihbrio das fàses permitindo um coeficiente de partição constante devido a baixa tensão 

interfacial destes sistemas, a simplicidade das unidades de operação e a disponibilidade comercial 

dos equipamentos necessários (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993). Em particular, a facilidade 

em se obter o "scale-up" pode ser demonstrado pela independência do coeficiente de partição com 
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relação ao volume dos sistemas. Aumentos de escala com fatores de 25.000 já foram 

mencionados. Para facilitar a utilização destes sistemas de escala laboratorial para larga escala, no 

entanto, fuz-se necessário a caracterização do sistema bifásico adequado para a partição de uma 

determinada proteína, e a correlação deste com o coeficiente de partição da biomolécula 

(DIAMOND & HSU, 1992). 

Assim, quando se deseja isolar uma determinada proteína de uma mistura complexa, torna

se essencial encontrar as condições ideais. Isto é realizado nonnalmente, conforme descrito 

anteriormente, via experimentos em escala laboratorial, para então se realizar o "scale-up". Para se 

obter o projeto de um experimento, é importante otimizar o rendimento e a partição versus o 

restante dos componentes da mistura, isto é, o fator de purificação. Exemplos de purificação de 

proteínas podem ser observados na TABELA 02. A grande vantagem é que os componentes que 

podem prejudicar os passos de purificação são removidos sem a necessidade da utilização de 

centrifugações e filtração por membranas. Ainda, a partição espontânea de proteínas reside no fato 

de que o material contaminante é facilmente removido em um só passo. Sob condições favoráveis, 

é possível atingir-se um elevado fator de purificação no primeiro passo de extração 

(MATIASSON & LING, 1987). 

Resultados obtidos com a taumatína (proteína com propriedades adoçantes), revelaram, 

em um único passo de extração com sistema bifásico PEG 6000-fosfato contendo NaCI, a partir 

de extrato bruto livre de fragmentos de células, valores de rendimento e fator de purificação de 

90-95% e 20, respectivamente (CASCONE et ai., 1991). 

TABELA 02- Extração de enzimas utilizando a partição espontânea 

Rendimento Fator de 
Enzimas Organismos Sistemas Partição {%) purificação Referências 

VEIDEet 
13- E. co/i PEG-Sal 62 87 9,3 a!., 1983 

galactosidase 
K. HUSTEDT 

pululanase pneumoniae PEG-Dextrana 3,0 91 2 et al, 1978 
formatodesi- PEG-Dextrana KRONERet 

drogenase C. biodinii bruta li 94 n. id.* al, 1982 
n. id. * : não identificado 
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Estudos realizados por KRONER e colaboradores (1982), estabeleceram uma comparação 

entre o processo de purificação utilizando sistemas de duas fàses aquosas e o convencional 

constituído essencialmente por precipitação seguida por dois passos crornatográficos e obtiveram 

valores de grau de pureza semelhantes, atingindo-se um rendimento superior no protocolo de 

extração líquido-líquído (71% versus 51%). Urna análise econômica comparativa entre os dois 

processos, envolvendo custos de pessoal, material e operação revelou que uma unidade de 

atividade enzimática produzida pelo protocolo clássico tinha um custo de cerca de 40 vezes 

superior ao de urna unidade de enzima resultante das extrações sequenciais em sistemas de duas 

fuses aquosas. 

2.1.4. SISTEMAS BIFÁSICOS AQUOSOS MAIS ESTUDADOS 

Existe uma grande variedade de polímeros hidrófilos, naturais ou sintéticos, capazes de 

gerar a separação de fàses ao se misturarem com um segundo polímero ou com um soluto de 

baixo peso molecular, como um sal. 

Em princípio, todos os tipos de SBA podem ser empregados na separação de 

biomoléculas. No entanto, quando se considera o aumento de escala onde critérios como custo, 

quantidade de reagentes, tempo de separação das fàses e reciclagem dos componentes não podem 

ser desconsiderados, o número de sistemas capazes de conjugar os requisitos necessários é 

bastante reduzido. 

Um dos fatores chave na aplicação em grande escala da partição bifásica aquosa reside na 

seleção do SBA mais indicado. A grande maioria dos trabalhos encontrados na literatura para 

sistemas polímero-polímero tem sido efetuada com PEG e um polissacarideo, usualmente uma 

Dextrana fracionada (ALBERTSSON, 1986; W AL TER & JOHANSSON, 1994). 

Estes sistemas parecem eXIbir características fundamentais, apresentam propriedades 

fisicas favoráveis, como baixa viscosidade em ambas as fases e uma razoável diferença de 

densidade entre as duas fases e são formados por polímeros biodegradáveis e disponíveis em 

grande quantidade, enquadrando-se dentro da legislação de um grande número de países para o 

trabalho com produtos alimentícios e farmacêuticos (DIAMOND & HSU, 1992). 

45 



SARUBBO, L.A. Revisão da Literatura 

O Polietileno glicol é o polímero padrão para os sistemas bifásicos aquosos. A utilização 

do PEG torna-se vantajosa devido ao baixo custo do polímero e as propriedades fisicas e químicas 

favoráveis. Por outro lado, a Dextrana apresenta um inconveniente: o elevado custo. Este 

polímero, constituído exclusivamente por unidades de glicose, pode ser obtido por um processo 

fermentativo envolvendo a bactéria Leuconostoc mesenteroides (ALSOP, 1983) ou diretamente, 

por sintese enzimática e por sintese química (HARRIS & YALPANI, 1985). Estas técnicas de 

obtenção direta da Dextrana não são, no presente, competitivas pois quase todas as preparações 

comerciais são obtidas pela via fermentativa, e esta, por sua vez, representa um elevado custo. 

Para combater a falta de competitividade econôtnica dos sistemas bifásicos constituidos 

por PEG e Dextrana tem-se recorrido quase exclusivamente a sistemas PEG-Sais. Os mais 

empregados na aplicação em grande escala destas técnicas de purificação são os sistemas PEG

fosfato e PEG-sulfato (BOLAND et al.,l991; KULA et ai., 1982; PAPAMICHAEL et ai., 1992). 

Estudos comparativos sobre a aplicação de várias técnicas de purificação mostram que estes 

sistemas podem competir com outros métodos de purificação. 

Sistemas bifãsicos PEG-Sais apresentam, no entanto, alguns problemas que litnitam sua 

aplicabilidade. Estes sistemas formam-se com elevadas concentrações de sal em ambas as fases, 

normalmente superiores a IM, o que pode causar a desnaturação de estruturas biológicas (LIN et 

al., 1996; KULA et ai., 1989). Estes sistemas apresentam ainda o inconveniente de adicionarem 

elevadas concentrações de fosfatos e sulfatos aos efluentes industriais. Para superar este problema, 

estudos com o sistema PEG-Citrato têm sido efetuados para a substituição dos sistemas anteriores 

(VENÂNCIO, 1996). 

Outro forma de evitar o inconveniente do elevado custo associado ao sistema PEG

Dextrana reside na utilização de polímeros alternativos. Nos últimos anos, devido a necessidade de 

desenvolvimento de novos sistemas, um elevado número de polímeros tem sido testado com vistas 

a aplicação em sistemas bifãsicos aquosos. 
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2.1.5. SISTEMAS BIFÁSICOS ALTERNATIVOS 

KRONER e colaboradores (1982) analisaram a aplicação da Dextrana bruta para a 

purificação de enzimas em grande escala em sistemas com PEG. Embora este sistema tenha sido 

utilizado como alternativa econômica, uma vez que proporcionou uma redução significativa nos 

custos referentes a Dextrana e na eliminação do problema da elevada concentração 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 aplicações, os polímeros (PEG e Dextrana) têm sido modificados por 

diferentes métodos, como por exemplo, pela introdução 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 têm sido utilizados na 

obtenção de sistemas bifásicos, especialmente com o PEG (ALBERTSSON 1986). 

Dentre os polímeros testados para partição bifásica aquosa como substituto da Dextrana, 

destaca-se o sucesso obtido pelo Hidroxipropilamido. Este polímero, formado a partir do amido, 

produto natural abundante de custo de produção inferior a Dextrana, possibilita uma aplicação 

mais econômica a sistemas bifásicos aquosos. Comercializado pela Reppe AB, sob o nome 

comercial de Reppal PES, este polímero tem sido, logo em seguida a Dextrana, o mais empregado 

em partição bifásica aquosa (TJERNELD et al., 1986; STURESSON et ai., 1990). A substituição 

da Dextrana por Reppal PES em sistemas bifásicos provocou uma redução significativa no custo 

dos reagentes necessários a formação de fases (TJERNELD et al., 1986). 

A modificação da molécula do amido pela adição de grupos hidroxipropil tem sido 

realizada para minimizar a tendência da retrogradação e formação de géis (TJERNELD & 

JOHANSSON, 1990). Outra alternativa para reduzir a tendência a gelificação de soluções de 

amido é a redução do peso molecular do polímero, usando, por exemplo, dextrina. Um sistema de 

baixo custo baseado em PEG-Maltodextrina tem sido utilizado para a extração de enzimas 

(SZLAG & GIULIANO, 1988). 

Derivados de celulose também têm sido utilizados para a formação de sistemas bifásicos 

aquosos. O sistema Metilcelulose-Dextrana foi testado nos primórdios do desenvolvimento da 

partição com sistemas bifásicos aquosos (ALBERTSSON, 1986). O Etilhidroxietilcelulose foi 
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estudado como constituinte para sistemas bifiísicos. Estes dois derivados de celulose formam 

sistemas bifásicos com Dextrana a baixas concentrações (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 aplicação de 

Hidroxipropilcelulose sob o nome comercial de Klucel L em SBA. 

Sistemas baseados em PEG-Pululana, um polissacarídeo microbiológico disponível 

comercialmente a baixo preço têm sido investigados com o objetivo de substituição da Dextrana 

em aplicações biotecnológicas (NGUYEN et ai., 1988). 

Outra alternativa ao sistema PEG-Dextrana consiste no recurso a polímeros não 

purificados. Pelo recurso a estes polímeros pretende-se, mantendo as propriedades de partição 

apresentadas pelos mesmos polímeros na sua forma mais pura, reduzir substancialmente o custo 

associado a aplicação em grande escala de sistemas bifásicos aquosos polímero-polímero. 

VENÂNCIO (1996) e VENÂNCIO e colaboradores (1993; 1995) testaram a implementação de 

polissacarídeos não purificados em partição bifiísica 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 análise do sistema demonstrou vantagens econômicas 

com o uso deste polissacarídeo frente a Dextrana. 

Além de polissacarídeos, outras classes de polímeros têm sido estudadas para aplicação em 

sistemas bifásicos aquosos juntamente com o PEG, como Poliéteres (categoria que inclui o PEG), 

Polivinilpirrolidinas, Poliacrilatos e Poliálcoois em certos intervalos de concentração (TJERNELD 

& JOHANSSON, 1990). 

Detergentes aníônícos como o Triton X-114 têm sido igualmente empregues na 

purificação de moléculas biológicas. Estes detergentes são constituídos por uma cadeia hidrofilica 

de polioxietileno com 9 ou 10 unídades e uma cabeça hidrofóbica. O Triton X-114 é solúvel em 

água 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 proteínas 

separam-se de acordo com sua hidrofobicidade (SANCHEZ-FERRER et ai., 1994). 

Embora a revisão da literatura tenha demonstrado o constante avanço nas pesquisas com 

sistemas bifiísicos aquosos, para que esta técníca de partição tenha lugar de destaque como 
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processo de separação em grande escala, existe a necessidade em se buscar novos polímeros. 

Dentro deste contexto, vários polímeros, em especial, polissacarídeos, têm sido testados como 

constituintes de sistemas bifásicos. 

2.1.6. POLISSACARÍDEO DO CAJUEIRO (POLI CAJU) 

Gomas podem ser definidas genericamente como substâncias poliméricas que, em solvente 

ou agente de inchamento apropriado e mesmo a baixas concentrações, são capazes de formar 

dispersões ou soluções altamente viscosas ou até mesmo géis. Com esta definição, o termo aplica

se a uma vasta variedade de substâncias, incluindo hidrocarbonetos de alto peso molecular, 

polissacarideos e seus derivados, além de alguns polímeros sintéticos (RODRIGUES et ai., 1993; 

ROLLER & DEA, 1992). 

Industrialmente, no entanto, o termo golllll, é mais específico e está associado a 

polissacarídeos e seus derivados. O solvente ou agente de inchamento é, neste caso, a água. 

As gomas industriais podem ser classíficadas em naturais e modíficadas. As naturais podem 

ser obtidas de exsudatos de árvore, de sementes, de algas ou por fermentação microbiológica As 

modíficadas são as derivadas de polissacarídeos insolúveis, como por exemplo, a celulose. A 

TABELA 03 apresenta exemplos de gomas industriais classificadas pela fonte. 

Gomas são substâncias incolores, inodoras, insípidas e não tóxicas. Essas propriedades 

aliadas a outras mais específicas, conferem ás gomas inúmeras aplicações tecnológicas. As 

principais indústrias consumidoras de gomas hidrossolúveis são: a de detergente, a têxtil, a de 

adesivos, a de papel, a de tinta, além da alimentícia, fannacêutica e de cosméticos. Nestas 

indústrias são usadas como agentes espessantes, gelificantes, emulsificantes, :lloculantes, 

clarificantes e controladores de caloria São empregadas também como adesivo, inibidor de 

cristalização, formador de filme e estabilizador de suspensão (SPECIAL REPOR I, 1991). 
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TABELA 03- Exemplos de gomas industriais classificadas pela fonte 

CLASSIFICAÇÃO DAS GOMAS INDUSTRIAIS QUANTO A FONTE 

NATURAIS 
Exsudato de plantas 
Gomas arábica, caraia, tragacanto, do cajueiro 

Extraídas de algas 
Ágar, Alginato, Carragenana 
Extraídas de sementes 
GomaGuar 
Fermentação microbiológica 
Dextrana, Xantana 

MODIFICADAS 
Carboximetilcelulose 
Hidroximetilcelulose 
Hidroxietilcelulose 
Carboximetilamido 
Acetato de Amido 
Hidroximetilamido 
Hidroxipropilamido 
Carboximetilguar 

Alginato de propileno glicol 

As gomas vegetais oriundas de árvores (ou exsudatos vegetais) são constituídas 

principalmente por heteropolissacarideos, sendo produzidas espontaneamente após injúria 

mecânica ou invasão microbiana através dos troncos, galhos ou frutos, constituindo-se como parte 

do metabolismo normal da planta. Sua produção 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 relação a presença de ácidos urônicos (gomas ácidas ou neutras) e 

também utilizando-se da estrutura química 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 múltiplas e lucrativas possibilidades de industrialização. O exsudato do 

cajueiro, produzido pela Anacardium occidentale L., planta nativa do nordeste brasileiro 

(FIGURA 03), consiste num heteropolissacarideo ramificado (arabinogalactana ácida) exsudado 

naturalmente ou através de incisões do tronco e ramos da árvore como urna goma ou resina de 

coloração amarelada e solúvel em água (MENESTRINA et ai., 1998; PAULA & RODRIGUES, 

1995). 
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FIGURA 03 - Exsudato obtido de Anacardium occidentale L. 

A goma possui característica semelhante a goma arábica, podendo substitui-la como cola 

liquida para papel, na indústria farmacêutica, em cosméticos, e como aglutinante de cápsulas e 

comprimidos, e na indústria alimentícia como estabilizante de sucos, cervejas e sorvetes. Desta 

fonna, o polissacarídeo do cajueiro representa um uso alternativo não convencional, podendo ser 

utilizado com diferentes finalidades. Existem estudos da goma do cajueiro com árvores 

provenientes da Índia (Madras), Nova guiné (Papua) ( ANDERSON et ai., 1974; ANDERSON et 

ai., 1975) e também com árvores brasileiras, destacando-se o estado do Ceará como maior 

produtor do país (MENESTRINA et ai., 1998; PAULA & RODRIGUES, 1995; RODRIGUES et 

ai., 1993). A goma do cajueiro é constituída por unidades de galactose, arabinose, glicose, ácido 

urônico, manose e xilose. Entretanto, tem sido verificado que a percentagem dos monossacarídeos 

varia de acordo com a região geográfica Um possível fragmento estrutural da goma pode ser 

observado na FIGURA 04. A TABELA 04 mostra a composição da goma de Anacardium 

occidentale L. de diferentes regiões. 

As árvores produzem cerca de 700g/ ano em goma. A produção de frutos em árvores com 

mais de 25 anos aumenta após a extração da goma (PAULA & RODRIGUES, 1995). Devido a 

importância da cultura do cajueiro em algumas regiões brasileiras, a goma tem apresentado, 

recentemente, um crescente interesse industrial, embora a aplicação deste produto 

biotecno1ogicamente ainda não tenha sido explorada 

51 



SARUBBO, L.A. Revisão da Literatura 

TABELA 04- Composição da goma de Anacardium occidentale de diferentes origens 

COMPOSIÇÃO(%) INDIA NOVA GUINE BRASIL 

Galactose 61 63 73 
Arabinose 14 15 05 

Glicose 08 09 11 
Ratnnose 07 07 04 
Mano se 02 01 01 
Xilose 02 

Ác. G1ucorônico 06 05 06 

R' 
1 

,j, 
gal 6 
1 gal 
,j, 1 
6 ,j, 

R-+3gal 6 
1 gal 1 -+ 3 ga1 
,j, ,j, 
3 3 
gal 6 <- 1 ga1 gal6<-R gal 

1 1 1 
,j, ,j, ,j, 
3 3 3 

ga1 gal gal6<-R 
I 1 I 
,j, ,j, ,j, 
6 6 6 

-- gaJ 1 -+ 3gal 1 -+ 3gal 1 -+ 3 gal 1 -+ 3gal I -+ 3gal 1 -+ 3gal 1 -+ 3gal 1 -+ -· 
6 6 6 6 
t t t t 
1 1 1 

gal glu gaJ 3 <- 1 gal gal3<-R 
3 6 6 
t t t 
1 I 1 

gal 3 <-1 gal6<-1 gal gal gal 
6 3 6 
t t t 
I I 

gal R glu. a. 

FIGURA 04- Um fragmento estrutural da goma de cajueiro. R representa D-manose, L-ramnose, 

L-arabinose ou cadeias de arabinose com ligação 1,2. R' representa D-glicose (g1u) ou ácido D

g1ucurônico (glu. a.). Gal representa galactose 
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Estudos recentes (PAULA & RODRIGUES, 1995) sobre a caracterização da goma do 

cajueiro mostram que esta é uma goma de baixa viscosidade. A viscosidade absoluta em soluções 

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

dispersão de fases adequada, o que representa uma adequação da goma para aplicação como 

componente de sistemas bifásicos aquosos, além de constituir um produto de fácil obtenção, já 

que o Nordeste brasileiro é rico nesta fonte natural. 

2.1.7. POLIETILENO GLICOL 

O polietileno glicol (PEG), HO-(CHzCH20)n-CHzCH20H, é um poliéter sintético neutro, 

linear ou de cadeia ramificada, obtido por polimerização do óxido de etileno e disponível em uma 

variedade de pesos moleculares, de poucas centenas de milhares de daltons. Os dois grupos 

terminais (bidroxilas) são normalmente usados para ligação de ligandos por afinidade e outros 

grupos. Solubiliza-se em água e em solventes orgânicos. É também conhecido pelos nomes 

comerciais de poliglicol E®, carbowax® e pluracol E®, dependendo da empresa que o fabrica. 

Estão disponíveis em baixo preço. Para pesos moleculares acima de 20.000 daltons são 

denominados óxidos de polietileno, PEO. São fornecidos de forma de soluções incolores estáveis 

ou pastas se possuem pesos moleculares menores que 1.000. Os de pesos moleculares elevados, 

acima de 1.000, são encontrados na forma de pó ou de flocos brancos. Podem ser estocados a 

temperatura ambiente, embora a 4 oc a ocorrência de oxidação em soluções seja retardada 

(HARRIS, 1992). 

Sendo não antigênico nem imunogêníco, foi aprovado pelo FDA (Food and Drug 

Administration). Sua utilização é de interesse na biotecnologia e biomedicina, principalmente por 

excluir, em ambiente aquoso, outros polimeros de sua vizinhança, não se solubilizando com eles. 

Está sujeito a modificações químicas rápidas controlando a solubilidade e aumentando o tamanho 

de moléculas as quais se liga. Não provoca a diminuição da atividade de células e proteínas, sendo 

biodegradável e atóxico (HARRIS, 1992). 
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2.1.8. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NA EXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO 

Ultimamente, em virtude da necessidade em se procurar alternativas mais viáveis 

economicamente para wna dada separação, a extração líquido-líquido vem sendo usada de 

maneira crescente. Isso torna-se evidente pelo grande número de novos equipamentos 

desenvolvidos neste campo. 

Alguns futores que vêm estimulando o desenvolvimento da extração líquido-líquido, 

atualmente, são (HUMPHREY et al.,l984): 

• perspectivas de economia de energia em comparação a destilação; 

• possibilidade de evitar a degradação 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 permitam um contato das fases líquidas 

mais efetivo; 

• melhor entendimento dos princípios para desenvolvimento, projeto e "scale-up" dos processos 

de extração. 

No passado, as operações de extração líquido-líquido eram restritas a processos que 

utilizassem um pequeno número de estágios devido a elevada altura dos estágios teóricos 

associados a colunas gravitacionais que representava um alto investimento de capital, tomando o 

processo de extração bastante oneroso. Nas últimas décadas, contudo, novos projetos de 

extratores tipo coluna e tanques misturados foram desenvolvidos possibilitando em vários casos 

considerar a extração líquido-líquido como alternativa para separações que requerem um grande 

número de estágios teóricos (LOGSDAIL et ai., 1957). O desenvolvimento de novos 

equipamentos para efetuar extração líquido-líquido tem tornado este método mais competitivo 

com relação aos outros processos de separação existentes (SOUZA, 1997). 

Para o desenvolvimento de equipamentos de extração líquido-líquido, são alvo de 

considerações futores como (STEINER, 1988): 

• o sistema de trabalho: solvente a ser usado, grau de pureza do rafinado, condições de 

escoamento dos líquidos, entre outros; 

• dados de equihbrio: são imprescindíveis, deverão estar disponíveis na temperatura de trabalho; 
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• dados de transferência de massa. 

Durante o processo de extração vários fenômenos acontecem no interior do extrator, 

alguns dos quais prejudicam a transferência de massa. Os mais conhecidos são definidos abaixo: 

• "Hold up": é a fração retida da fase dispersa, que é a razão do volume da fase dispersa pelo 

volume total do equipamento 

• Inundação: quando as condições de operação na coluna fazem com que seja impossível as 

correntes escoarem em contracorrente e urna fase se dispersar na outra. Nesta situação, as 

correntes entram e saem da coluna numa mesma extremidade 

• "Backmixing" (mistura axial): é o retomo axial da fase dispersa. A fase dispersa escoa em 

sentido oposto ao esperado. Ele fàz com que o gradiente de concentração, que é a força motriz 

da transferência de massa na coluna, diminua, prejudicando a taxa de transferência de massa e a 

eficiência de separação 

• "Backflow": é o retomo axial da fase continua. Ocorre quando a fase continua é carregada na 

direção oposta a esperada 

Num processo de extração, existem diversos fàtores que influenciam o desempenho do 

extrator, principalmente em escala industrial. Portanto, é necessário um estudo em escala piloto 

para melhor definir as condições de operação. 

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

devido a esses equipamentos ocuparem pequena área, terem boa eficiência de separação e 

apresentarem fucilidades de operação e manutenção. 

Existem vários tipos de extratores que podem ser classificados de acordo com os 

princípios gerais de operação e construção. Vários autores dividiram os extratores em duas 

categorias, de acordo com o tipo de contato entre as fases em (HANSON, 1971 ): 

• Sistemas de contato e separação de fases em estágios (descontínuos): estes sistemas são 

formados por urna série de estágios compostos por tanques misturadores-decantadores, onde a 

solução e o solvente são misturados até serem atingidas as concentrações de equihbrio em 

ambas as fases. Após isso deixa-se decantar a fase mais densa e, então, fàz-se a separação das 

fases antes delas passarem ao próximo estágio. Nestes equipamentos, obtém-se altas eficiências 
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de separação em cada estágio. A desvantagem é o grande espaço fisico que ocupam (FIGURA 

05). 

Entrada da 
fase pesada 

Salda da 
fase pesada 

Entrada da 
fase leve 

Salda da 
fase leve 

FIGURA 05- Exemplo de um extrator em estágios discretos 

• Sistemas de contato diferencial (contínuos): nos sistemas diferenciais, os líquidos escoam 

continuamente em contracorrente, sem misturadores ou decantadores intermediários, sendo que 

estes contadores são normalmente colunas verticais. O escoamento em contracorrente ocorre 

em função da diferença 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 é alimentada na base e 

flui em direção ao topo da coluna. As colunas de contato diferencial são equipamentos mais 

compactos e ocupam um menor espaço :fisico que os misturadores-decantadores. 

Esta categoria pode ainda ser subdividida de acordo com a maneira de se promover a ruistura 

das fases, em: 

- Colunas sem agitação mecânica e separação 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 e portanto a transferência de massa, é a ação da força 

gravitacional, devido a diferença de densidade entre as fases. São os mais simples dos extratores 

diferenciais usados na extração líquido-líquido. Apresentam baixo custo de instalação e 

manutenção e ocupam reduzido espaço fisico. A principal desvantagem é a baixa eficiência de 

separação. 
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(a) (b) (c) 

FIGURA 06- Exemplos de colunas que atuam sob a força da gravidade. (a) coluna de pratos fixos 

perfurados; (b) coluna recheada; (c) coluna Spray 

- Colunas com agitação mecânica e separação 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 07). Nestes extratores, além da força da gravidade, tem-se 

a ação da agitação causada mecanicamente que pode ser empregada através de pulsações ou 

sistemas rotativos. Nas colunas agitadas mecanicamente por meio de sistemas rotativos, a força 

da gravidade atua em conjunto com a energia introduzida por estes sistemas de rotação, que 

podem ser: discos rígidos ou perfurados, pás, turbinas, etc. O grau de dispersão, e portanto, o 

grau de transferência de massa é bastante elevado em comparação aos equipamentos sem 

agitação mecânica. 

- Contadores centrífugos, que utilizam a força centrífuga como força motriz para a 

transferência de massa. São de desenvolvimento mais recente e possuem alta eficiência de 

separação e ocupam pouco espaço fisico. A desvantagem é o seu alto custo de implantação. 

São exemplos o extrator Podbielniak, Luwesta e de Laval 

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

TABELA OS. 
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(a) (b) 

(c) 

FIGURA 07- Exemplos de colunas que atuam sob a força da gravidade. (a) coluna de fluxo 

pulsado; (b) coluna de pratos pulsados; (c) coluna de discos rotativos 
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TABELA 05- Classificação dos equipamentos de extração segundo HANSON (1971) 

CONTATO COM 
TIPO DE AGITAÇÃO SEPARAÇÃO DE FASES CONTATO CONTÍNUO 

-coluna Spray 

-coluna de chicanas 
SEM AGITAÇÃO -coluna recheada 

-coluna de pratos perfurados 

-Holley-Mott -coluna Sheibel 

-misturador-decantador simples -coluna Oldshue-Rushton 

-misturador-decantador com -contador de discos rotativos 
APARELHO 

AGITADO POR 

ROTAÇÃO 

bomba -coluna misturadora multi-estágio 

-centrífuga de estágio individual 

-misturador-decantador com 

pulsação 

-misturador-decantador com 

pulsação 

COM PULSAÇÃO 

2.1.9. PROCESSAMENTO CONTÍNUO 

-coluna recheada com pulsação 

-coluna de pratos perfurados 

pulsados 

-coluna de fluxo pulsado com 

pratos perfurados 

A maioria dos processos de extração de partículas biológicas tem sido realizados de modo 

descontínuo; recentemente, a utilização de processos contínuos têm ganhado um grande impulso, 

urna vez que o processamento continuo apresenta inúmeras vantagens (BOLAND, 1990): 

• Redução no tempo de processamento: os processamentos de fases aquosas atualmente são 

muito rápidos. A mistura e o equihbrio das fases ocorre em alguns minutos quando se utilizam 

equipamentos adequados. Portanto, a utilização do processo continuo permite processar 
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rapidamente grandes quantidades de material, com instalações reduzidas em relação a 

quantidade de material que está sendo processada, resultando numa economia de capital e 

energia. 

• automação do processo, o que significa baixa mão-de-obra a ser empregada; 

• obtenção de produtos mais homogêneos: a combinação entre o processo continuo e a 

automação mantém o processamento mais constante, com poucas variações e maior 

unifonnidade ao longo da corrida; 

• maior rendimento de produtos lábeis: devido a rapidez do processamento, as perdas de 

materiais lábeis são minimizadas; 

• possibilidade de reciclagem dos componentes constituintes das fases. 

A aplicação de sistemas bifásicos aquosos para a purificação em continuo de proteínas tem 

sido demonstrada em vários trabalhos utilizando diferentes sistemas de extração. ALBERTSSON 

(1986) descreveu a operação de uma unidade Craig, em modo contracorrente, empregando 

sistemas PEG-Dextrana. KULA e colaboradores (1982) pesquisaram a extração de forrniato 

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 nsando SBA. 

Em operação semicontinua, SAWANT e colaboradores (1990), PATIL e colaboradores 

(1991) e JAFARABAD e colaboradores (1992a; 1992b) avaliaram a transferência de massa e a 

fração retida da fase dispersa ("hold up") para a albumina de soro bovino e para amiloglicosidase. 

Para a purificação da albumina foram empregadas as colunas tipo Spray e Y ork-scheibel operando 

com sistemas PEG-Dextrana e PEG-fosfato de potássio, respectivamente. Para a separação da 

amiloglicosidase foi utilizado o sistemas PEG-sulfato de sódio nas colunas York-scheibel e 

Empacotada. 

COIMBRA e colaboradores (1994) utilizaram um extrator Graesser para a separação das 

proteínas o:-lactoalbumina e ~-lactoglobulina do soro do leite com sistemas bifãsicos PEG-fosfato 

e avaliaram a performance do extrator com relação a eficiência de separação e a transferência de 

massa (COIMBRA et al.,1995). PAWAR e colaboradores (1997) analisaram a fração retida da 
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fase dispersa e o coeficiente de transferência de massa em uma coluna Spray modificada utilizando 

o sistema biiãsico PEG-sulfuto para a extração de amiloglicosidase e ~-galactosidase. Mais 

recentemente, PORTO e colaboradores (1997; 1999) avaliaram a transferência de massa e a fração 

retida da fàse dispersa ("hold up") para o citocromo b5 e albumina de soro bovino em coluna de 

discos perfurados rotativos com sistemas PEG-fosfàtos de potássio. 

2.1.10. EXTRAÇÃO CONTÍNUA EM COLUNA DE DISCOS PERFURADOS 

ROTATIVOS 

Com a finalidade de melhorar a transferência de massa, aumentando a área interfàcial entre 

as fàses 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 ação da rotação dos discos aumenta a eficiência da coluna pelo aumento da 

turbulência e da área interfàcial para a transferência de massa. 

A coluna de discos rotativos foi primeiramente desenvolvida por REMAN em 1951 como 

um equipamento utilizado para extração continua em contracorrente. Desde então, este 

equipamento tem sido utilizado com sucesso em indústrias petroquúnicas (STRAND et ai., 1962). 

REMAN & V AN DE VUSSE (1955) e VERMIJS & KRAMERS (1954) publicaram dados 

operacionais e de transferência de massa para colunas RDC. LOGSDAIL e colaboradores (1957) 

estudaram as condições de inundação da coluna. O equipamento consiste de um cilindro vertical 

do qual a zona de extração é dividida em compartimentos idênticos por discos fixos. Além destes 

há discos rotores, sendo que cada compartimento possui um destes discos. Esses discos são fixos 

a um eixo que é coaxial ao tubo. Os discos rotores são fixos de maneira a estarem no meio de cada 

compartimento. O diâmetro dos discos rotores é sempre menor que o diâmetro de abertura dos 

discos fixos (KUNG & BECKMAN, 1961). Neste tipo de coluna as duas fàses são introduzidas, 

em contracorrente, sendo a fàse dispersa (fàse leve), na base da coluna e a fàse continua (fase 

pesada), no topo da coluna. Basicamente, se forma um fluxo em contracorrente entre as fàses 

causado pela diferença de densidade entre estas (LADDHA et ai., 1978). A mistura das fàses e 
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consequentemente a transferência de massa é governada principalmente pela velocidade de rotação 

dos discos. Ajustando esta variável independente, condições ideais de separação para urna 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 dimensões maiores, proporcionando pequenas áreas inter:làciais e baixas taxas de 

transferência de massa. No caso de altas velocidades de rotação, as gotas são menores e 

apresentam um aumento significante na área interfucial, levando a elevadas taxas de transferências 

de massa. 

Quanto ao escoamento dos líquidos nos compartimentos da coluna, observa-se teórica e 

experimentalmente que as forças centrifugas produzidas pela rotação dos discos rotores induzem, 

próximo aos discos rotores um escoamento de líquidos a partir do eixo do rotor em direção a 

parede do tubo, e próximo aos discos fixos um escoamento de líquidos a partir da parede do tubo 

em direção ao eixo rotor. Além disso, há uma rotação do líquido em tomo do eixo rotor e um 

fluxo em contracorrente das fases. Então o escoamento de líquido resultante é toroidal (LADDHA 

et ai., 1978). 

Vários autores estudaram os aspectos geométricos e estruturais da coluna de discos 

rotativos. KUNG & BECKMANN (1961) estudaram o efeito da geometria da coluna e da vazão 

de alimentação sobre o "hold up" numa coluna de discos rotativos utilizando o sistema tolueno

água. Algumas variáveis foram estudadas como diâmetro e altura da coluna, velocidade de rotação 

dos discos e velocidade das fases dispersa e contínua. LADDHA e colaboradores (1978) 

realizaram um estudo da transferência de massa e da hidrodinâmica num contador de discos 

rotativos. Neste trabalho, foram apresentadas equações para o estudo da transferência de massa 

relacionadas ao diâmetro das gotas. Estudos realizados por WESTERTEP & LANDSMAN 

(1962) demonstraram que a dispersão axial (grau de mistura que ocorre no interior de um 

equipamento na direção longitudinal) depende da velocidade do líquido circulante na coluna e do 

grau de agitação e recirculação. MURAKAM1 e colaboradores (1978) estudaram o efeito da 

geometria da coluna, vazão de alimentação e velocidade de rotação sobre o "hold up" utilizando 

os sistemas meti! isobutil cetona-água e querosene-água com e sem transferência de massa. 

LADDHA e colaboradores (1978) realizaram um estudo detalhado da hidrodinâmica da coluna 

para sistemas solvente-água com e sem transferência de massa. 
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Colunas de discos perfurados rotativos furam 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 transferência de massa e na eficiência. TAMBOURGI (1989), utilizando uma 

coluna de discos perfurados rotativos (PRDC) sem anéis estatores realizou um estudo detalhado 

sobre o efeito da área perfurada dos discos rotativos sobre o comportamento hidrodinâmico do 

equipamento, dispersão axial e condições de inundação utilizando o sistema n-butanol-água. 

Em 1993, TAMBOURGI & PEREIRA, utilizando o sistema ácido acético-butanol-água, 

descreveram resultados obtidos com uma PRDC construída em perspex (acrílico) com 20 e 40 % 

de área perfurada, variando os espaçamentos e o número de discos, bem como a velocidade de 

rotação. Os resultados obtidos demonstraram que o número de discos influencia a eficiência de 

separação, tendo sido observado maiores eficiência de separação para 7 discos do que para 5 

discos testados. Segundo os autores, este fenômeno poderia ser explicado pelo fato de que um 

elevado grau de agitação causa uma maior área interfacial refletindo numa maior transferência de 

massa. O aumento da área perfurada dos discos de 20 para 40% também proporcionou um 

aumento na eficiência de separação. 

CARNEIRO-DA-CUNHA e colaboradores (1994) utilizaram uma PRDC para extração de 

cutinase recombinante com sistemas micelares. Os resultados demonstraram um rendimento de 

extração de 78% em proteína. 

PORTO e colaboradores (1997) utilizando uma PRDC para a extração de citocromo b5 

recombinante com o sistema PEG-fosfato, obtiveram um rendimento de 75% em proteína. Mais 

recentemente, PORTO e colaboradores (1999) avaliaram a transferência de massa e a fração retida 

da fase dispersa ("hold up") para o albumina de soro bovino em PRDC com sistemas PEG

fosfatos de potássio. 
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2.1.11. TRANSFERÊNCIA DE MASSA EM SISTEMAS BIFÁSICOS AQUOSOS 

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

ponto a ponto no sistema, há um tendência natural à massa ser transferida, minimizando as 

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

sistemas que não estão em equíhbrio tendem a alcançar o equihbrio com o tempo. O transporte de 

um constituinte de um região de maior concentração para outra de menor concentração é 

chamado "transferência de massa". 

É de fundamental importância no estudo de um processo de extração líquido-líquido ou de 

um extrator em particular, a avaliação da transferência de massa no interior deste equipamento. 

A transferência de massa entre duas fases líquidas é função do comportamento dos líquidos 

que atravessam o extrator e da taxa local de transferência de massa, que depende da resistência no 

filme líquido interfàcial. 

O estudo da transferência de massa visa principalmente avaliar o quanto o sistema se 

aproxima do equilíbrio. Com este estudo, pode-se definir um limite ideal de operação para o 

extrato r. 

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

ocorre numa dispersão de gotas que fluem pela gravidade através da fase líquida contínua, sendo o 

contador de discos rotativos um exemplo destes equipamentos. 

A mudança da concentração numa gota, numa dada parte da coluna, é dependente da 

diferença de densidades, do coeficiente de transferência de massa, da área interfacial e do tempo 

de contato, sendo que todas essas variáveis dependem do diâmetro das gotas. Segundo HANSON 

( 1968) a transferência de massa ocorre entre a fase contínua e as gotas. 

Em sistemas líquido-líquido, o aumento da agitação, inicialmente causa um aumento da 

área interfacial (através da diminuição no tamanho das gotas) e assim, aumentando a taxa de 

transferência de massa. Porém, isso não ocorre indefinidamente. Primeiramente, há um limite para 

o aumento da área interfacial que pode ser obtida Em segundo lugar, abaixo de um certo tamanho 

de gotas, estas começam a se comportar como esferas rígidas sem circulação pelo lento processo 

de difusão molecular. Em terceiro lugar, após um certo ponto, o aumento na agitação pode 
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começar a suprimir a interação gota-gota, reduzindo a mistura na fase dispersa e também a taxa de 

transferência de massa. Há portanto um grau ótimo de agitação que fornece a taxa de transferência 

de massa máxima (ROD, 1966). 

Segundo HANSON (1968), a coalescência das gotas da fase dispersa numa fase contínua é 

fundamental para ocorrer a separação das fases. Em geral, quanto menor o tamanho das gotas, 

mais lenta é a coalescência. Quanto menores forem as gotas, maior será a tendência da solução 

emulsificar. 

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

pode ser determinado por 

N= Kda(C* - C) V 

onde N, Kda, C*, C e V representam, respectivamente, o fluxo de proteína para a fase dispersa, o 

coeficiente global de transferência de proteína, a concentração de proteína na ínterface em 

equihbrio com a fase contínua, a concentração de proteína na fase dispersa e o volume da fase 

contínua. 

Considerando que as duas fases são imiscíveis, que a quantidade de soluto transferida entre 

as fases é pequena, que o coeficiente de partição para a proteína é índependente da sua 

concentração e que o coeficiente de transferência se mantém constante ao longo da coluna, a 

integração da expressão acima é possível, originando: 

N= Kda ilC1m V 

onde ilGm representa a média logarítmica da diferença de concentrações entre a ínterface e a fase 

dispersa O balanço material global do soluto na coluna origina 

Q(Cent-Csai)= Kda 8C1m V 
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em que Q, Cent e Csai representam, respectivamente, a velocidade de fluxo da fase dispersa, a 

concentração de proteina na corrente de entrada da fase dispersa, a concentração de proteina na 

corrente de saída da fase dispersa. Reorganizando esta expressão, obtém-se a expressão: 

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

onde K representa o coeficiente de partição do soluto. 

Sabe-se que existem dois aspectos distintos sobre a eficiência de extração a serem 

considerados: o primeiro costuma diferenciar o comportamento real do ideal; o segundo interpreta 

a eficiência em termos de mecanismos de transporte de massa. Baseado nestes aspectos, várias 

definições de eficiência têm 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 correlação proposta para uma coluna de discos rotativos. Foram realizados estudos 

sobre a eficiência de extração, na qual as concentrações das fases no topo e no fundo da coluna 

foram medidas. O cálculo da eficiência de extração neste equipamento foi realizado usando a 

seguinte relação, baseada nas concentrações da fase onde se encontra o soluto. 

Ek=Cf-C xlOO 

Cr 

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

C,. é a fração mássica de soluto no ralinado 

Esta definição representa um indice de recuperação do soluto. 
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2.1.12. RECUPERAÇÃO DOS PRODUTOS 

O aspecto final a se considerar quando se pretende aplicar a partição bi.fiísica aquosa à 

purificação de moléculas biológicas, consiste na separação da molécula biológica (produto 

desejado) dos polímeros constituintes do sistema bi.fiísico aquoso. 

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

remoção dos polímeros do sistema era um obstáculo para a aplicação de SBA em larga escala. No 

entanto, observa-se, por exemplo, que a ultrafiltração pelo uso de membranas semi-permeáveis 

com poros seletivos é uma forma rápida e eficiente de se remover os polímeros. Considerando o 

sistema tradicional PEG-Dextrana, como o peso molecular do PEG é bem menor e o peso 

molecular da Dextrana bem maior do que o peso molecular da maioria das proteínas, este método 

torna-se bastante viável, permitindo que a membrana retenha a proteína, promovendo 

simultaneamente a remoção do PEG. Esta técnica ainda permite ganhos na purificação, já que 

outras proteínas menores ou partículas contaminantes podem ficar retidas na membrana. Um dos 

métodos mais comuns baseia-se na transferência da molécula biológica para uma fase com baixa 

concentração de polímero. Assim, quando a proteína se encontra acumulada na fase PEG, pode-se 

recorrer a adição de um sal que leve a formação de um novo SBA. Utilizando-se condições 

apropriadas, a proteína pode ser re-extraída e se concentrar na fuse rica em sal (HUSTEDT et ai., 

1978; CABRAL & AIRES-BARROS, 1993). O sal, por sua vez, poderá ser removido por 

filtração em membrana utilizando ultrafiltração ou diálise. As proteínas também podem ser 

removidas por adsorção em trocadores iônicos (ALBERTSSON, 1986; HUSTEDT et ai., 1978). 

Para sistemas PEG-Dextrana, uma vez que ambos os polímeros são neutros, eles não se ligarão 

aos trocadores e podem ser removidos por lavagem, deixando a proteína ligada a matriz. Para 

polímeros carregados, bastaria ajustar o pH e a força iônica O incoveniente é a possibilidade de 

ocorrer uma alta pressão das gotas quando soluções políméricas viscosas são processadas em 

coluna. Outras possibilidades incluem a centrifugação para moléculas ou partículas de elevado 

peso molecular (ABERTSSON, 1986). ALBERTSSON (1986) também descreve um método 

específico para a recuperação de moléculas biológicas da fase inferior de sistemas PEG-Dextrana. 

Por adição de sulfuto de amônia ou fosfato de potássio ao sistema PEG-Dextrana, a concentração 

de PEG na fase inferior vai diminuindo gradualmente até ser completamente excluída desta fuse. A 

67 



SARUBBO, L.A. Revisão da Literatura 

partir deste ponto, a molécula biológica pode ser precipitada da fase inferior por adição de sulfato 

de amônia. 

Entre as metodologias mencionadas, a ultrafiltração em membrana parece ser a mais 

vantajosa no processo de separação e concentração de proteínas purificadas na remoção do 

polímero (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993), podendo ser facilmente integrada aos processos 

contínuos sem maiores dificuldades (KULA et al., 1982). 

Um recente desenvolvimento no campo da separação bifásica aquosa é combinar SBA's 

com a separação induzida pela temperatura. Vários trabalhos sobre este processo alternativo de 

purificação estão disponíveis na literatura (ALRED et al., 1993; FARKAS et al., 1996; LI et al., 

1997; PERSSON et al., 1999, SVENSSON et al., 1999). São exemplos de polímeros 

"termoseparadores" o PEG, Álcool polivinílico e Etilhidroxietilcelulose. A separação de fuses por 

indução pela temperatura torna possível separar o polímero da substância biológica isolada, 

permitindo recuperar o polímero "termoseparador". O processo de purificação é composto por 

dois passos. No primeiro, um sistema bifãsico composto pelo polímero "termoseparador" como 

polímero predominante da fuse superior e Dextrana ou Hidroxipropilamido como polímero 

predominante da fase inferior, é utilizado na partição da biomolécula, de modo que esta se 

concentre na fase superior. No segundo passo, a fuse superior é isolada e o aquecimento acima de 

uma temperatura crítica, característica para cada sistema, levará a uma nova fonnação de fases, de 

modo que o polímero termoseparador fica concentrado na fuse inferior, enquanto que a fase 

superior é uma fuse aquosa praticamente livre de polímero, que concentra a molécula biológica, a 

qual pode ser recuperada por ultrafiltração ou diálise (JOHANSSON et ai., 1996). 

2.1.13. RECICLAGEM DE POLÍMEROS 

A possibilidade de reutilização dos constituintes das fuses deve ser considerada ao se 

efetuar o "scale-up" pois os custos dos componentes das fuses aumentam linearmente com a escala 

de produção (KRONER et al., 1984). A recirculação de reagentes tem sido fundamentalmente 

estudada em sistemas PEG-Sais (PAPAMICHAEL et ai., 1992; RITO-PALOMARES et ai., 
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1994) e pode ser obtida na prática por recirculação direta da fuse PEGou da fase rica em sal após 

ultrafiltração. 

RITO-PALOMARES e colaboradores (1994) estudaram a reciclagem da fase rica em PEG 

de sistemas PEG-fosfatos na recuperação de protemas de levedura de cerveja. Estes autores 

determmaram uma redução no custo de reagentes de 25% para operação em contmuo e 

verificaram que a eficiência do processo, isto é, recuperação e pureza da proteína, se mantém 

fualterada até 5 ciclos de recirculação. 

2.1.14. ASPECTOS ECONÔMICOS 

A escolha entre os diferentes métodos de separação é feita de acordo com aspectos 

econômicos e com as caracteristicas fisicas e químicas dos componentes da mistura a ser separada. 

O conhecimento em sistemas bifásicos aquosos e suas habilidades de partição de moléculas 

biológicas tem sido estudada por mais de 40 anos. Desde então, o mteresse nesta área mostrou-se 

reduzido até os últimos anos, quando urna série de pesquisas tomaram lugar dentro do mundo 

científico (MATIASSON & LING, 1987). 

A extração de protemas em sistemas bifásicos aquosos consiste num processo que requer 

um custo relativamente alto de reagentes. Urna análise econômica da recuperação e puríficação da 

enzima formato desidrogenase a partir de Candida biondii demonstrou que o uso de sistemas 

bifásicos aquosos possui vantagens econômicas quando comparado a outros métodos. O tempo de 

operação reduzido, que influi diretamente nos custos de energia, constitui o maior fator do baixo 

custo operacional da partição com sistemas bifásicos aquosos (CABRAL & AIRES-BARROS, 

1993). 

O custo operacional, por sua vez, está extremamente relacionado com o tipo e 

concentração dos polímeros necessários para a formação das fuses do sistema e sua capacidade. 

Conforme mencionado anteriormente, o preço dos polímeros mais empregados, como a Dextrana, 

é bastante elevado, embora o sistema PEG-Dextrana possua caracteristicas importantes como a 

biodegradabilidade, além de já reunir urna elevada gama de informações sobre a partição de vários 

compostos ao longo dos anos. O uso prático da Dextrana apenas seria justificado em casos raros, 
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como na produção de produtos especiais (MATIASSON & LING, 1987). Para combater este 

problema, tem-se recorrido nos últimos anos ao Hidroxipropilamido, similar a Dextrana e mais 

econômico. 

Apesar do elevado custo associado aos reagentes quimicos, KRONER e colaboradores 

(1984) verificaram que esta técnica de extração não deixa de ser competitiva com outras técnicas 

como centrifugação, filtração com tambor e filtração 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 eqnipamento. 

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

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

recirculação de reagentes. 
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3. OBJETIVOS 

GERAL 

Caracterizar e utilizar um novo sistema para partição bifásica aquosa de biomoléculas 

ESPECÍFICOS 

• Determinar os diagramas de fuses dos sistemas bifásicos formados por combinação do 

polietileno glicol com o polissacarídeo do cajueiro (Policaju) 

• Estudar a influência do peso molecular do polietileno glicol, da temperatura e do pH 

nos diagramas de fuses do sistema em estudo 

• Determinar as propriedades fisicas dos sistemas, tais como densidade, viscosidade, 

tempo de separação e razão de fuses 

• Determinar o coeficiente de partição de urna proteína modelo, a albumina de soro 

bovino 

• Estudar a influência do peso molecular do polietileno glicol, da temperatura, 

comprimento da "tie-line", pH e adição de NaCl na partição 

• Estudar o comportamento do sistema para processamento contúmo através da 

utilização da coluna de extração com discos perfurados rotativos (PRDC) e caracterizar 

hidrodinamicamente o equipamento por manipulação de variáveis geométricas e 

operacionais. Determinar o "hold up" para o novo sistema e calcular o coeficiente de 

transferência de massa e o mdice de recuperação 

• Avaliar o potencial econômico do sistema 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. MATERIAIS 

4.1.1. Reagentes 

4.1.1.1. Polímeros constituintes dos sistemas bifásicos 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 ai., 1998) foi 

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

amarelo) de diferentes localidades do estado de Pernambuco, no período de dezembro a março. 

4.1.1.2. Proteína 

Nos estudos de partição foi utilizada a proteína padrão albumina de soro bovino (BSA) de 

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

Louis, Mo, EUA). 

4.1.1.3. Outros reagentes 

Os principais reagentes utilizados ao longo do trabalho experimental estão apresentados na 

TABELA06. 
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4.1.2. Coluna de extração PRDC 

Nos ensaios de extração com alimentação contínua de ambas as fases foi utilizada a coluna 

de discos rotativos perfurados (PRDC) como representado na FIGURA 08. A coluna foi 

construída com tubo de acrílico (perspex) com 32 mm de diâmetro interno e 160 mm de altura Na 

parte central encontra-se um eixo contendo discos perfurados, separados eqüidistantes e movidos 

por um agitador a diferentes velocidades, conforme as condições experimentais. Os discos 

perfurados são de 30 mm de diâmetro, contendo cada disco 06 orificios de 60 mm de diâmetro, 

com urna área livre de fluxo de 21%. A coluna foi mantida a temperatura ambiente (25°C ± 2 °C). 

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

Reagente Pureza Fornecedor 

Cloreto de sódio 99% Merck 

Dihidrogenofosfato de potássio 99% Kanto Chemical Co 

Hidrogenofosfato de potássio 99% Kanto Chemical Co 

Comassie Blue G- 250 Eastman Kodak 

Etano! 98% Merck 

Etano! comercial 

Hidróxido de sódio 97% Vetec 

Ácido sulllirico 95-97% Merck 

Ácido 3,5- dinitrossalicílico Sigma 

Ácido perclórico 60% Kanto Chemical Co 

Ácido ortofosfórico 85% Vetec 

Cloreto de bário 99,9% Vetec 

Iodo 99,9% Kanto Chemical Co 

Tartarato duplo de sódio e de potássio 99% Vetec 

Glicose PA Sigma 

73 



SARUBBO, LA. Materiais e Métodos 

(a) 

(b) 

FIGURA 08- Coluna de discos perfurados rotativos em operação (a), e em (b) vista frontal da 

coluna com mais detalhes, onde pode-se observar o eixo com os discos e as bombas de 

alimentação, a alimentação da fuse leve e drenagem da fase pesada foi realizada pela parte inferior 

da coluna, e pelo topo da coluna ocorreu a alimentação da fuse pesada e drenagem da fàse leve 

(indicado pela fita amarela). 

74 



SARUBBO, L.A. Materiais e Métodos 

4.1.3. Equipamentos 

-Agitador de toque modelo MA 162, MARCONI, Brasil 

- Agitador magnético com aquecimento modelo 258, F ANEM, Brasil. 

-Balança analítica modelo AB104, METTLER, EUA. 

- Bomba de vácuo modelo MA058, MARCONI, Brasil. 

-Centrífuga de bancada modelo 225, FISHER SCIENTIFIC, EUA. 

- Espectrofotômetro modelo B442, MICRONAL, Brasil. 

- Estufà de secagem modelo 002 CB, F ANEM Ltda., Brasil. 

-Bombas peristálticas de um canal ATTA, Japão. 

- Micropipetas automáticas :finnpipette, LABSYSTEMS, EUA. 

- Potenciômetro ORION, EUA. 

- Viscosúnetro digital BROOKFIELD DV -11. 

- Banho termostatizado modelo 100, F ANEM, Brasil. 

4.2. MÉTODOS 

4.2.1. ISOLAMENTO DO POLISSACARÍDEO DO CAJUEIRO (POLI CAJU) 

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

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

filtrada em tela de serigrafia (número de fios 90 e 11 O) e precipitada com etano! comercial (3x 

volume), de modo a separar o polissacarídeo dos mono e oligopolissacarídeos, que permaneceram 

em solução. O precipitado assim obtido foi deixado em repouso "overnight" a 4°C e novamente 

filtrado e lavado com etano! concentrado. O precipitado assim obtido foi submetido a secagem em 

estufu a 35°C. O álcool utilizado foi recuperado e reaproveitado para nova precipitação da goma. 

O processo de purificação está esquematizado na FIGURA 09. As ilustrações da goma bruta e do 

polissacarídeo isolado após extração com etano! podem ser observados nas FIGURAS 10 e 11, 

respectivamente. 
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reciclo de etano! 
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FIGURA 09 -Fluxograma de isolamento do polissacarideo do cajueiro (Policaju) 
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FIGURA 10- Goma bruta do cajueiro 

FIGURA 11-Polissacarideo do c:;yueiro (Policaju) purificado 
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4.2.2. PREPARAÇÃO DOS SISTEMAS BIFÁSICOS AQUOSOS 

Foram preparados sistemas bifásicos aquosos Policaju-PEG's de vários pesos moleculares 

de diferentes concentrações em tubos de centrífuga graduados (15 ml), por pesagem das 

quantidades apropriadas de soluções concentradas de PEG e Policaju em tampão fosfato de fonna 

a obter os pH's desejados (6,0, 7,0 e 8,0), obedecendo a relação entre fosfato monobásico e 

dibásico, a temperatura ambiente (25°C ± 2 °C). O conteúdo destes tubos foi agitado em agitador 

de toque (vortex) até completa dissolução e, em seguida, centrifugado a 500 rpm durante 5 

minutos. Os sistemas contendo NaCl foram preparados pela adição do sal diretamente aos 

sistemas para concentrações de 0,1 e IM. Para os experimentos realizados a temperatura de 40°C 

± 2 oc, os sistemas foram agitados e colocados em banho termostatizado durante 24 horas. 

As soluções concentradas utilizadas na preparação dos sistemas bifásicos aquosos estão 

apresentadas na TABELA 07. 

TABELA 07- Título das diversas soluções concentradas empregadas ao longo do trabalho 

REAGENTE TÍTULO 

Policaju 30% (p/p) 

PEG550 70% (p/p) 

PEG 1500 70% (p/p) 

PEG4000 50% (p/p) 

PEG8000 50% (p/p) 

Soluções tampão 15mM 

Solução de proteína 2,0 mg/mL 
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4.2.3. DETERMINAÇÃO DOS DIAGRAMAS DE FASES 

Para os sistemas bifásicos foram construídos os respectivos diagramas de fases. Por estes 

foi possível ter acesso a concentração mínima de polímeros necessários a formação de um SBA e a 

composição das fases em equihbrio. 

A determinação dos diagramas de fases foi realizada segundo a metodologia proposta por 

ALBERTSSON (1986). Vários sistemas bifásicos com diferentes composições (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 e 8,0 nas temperaturas de 25°C ± 2 oc e 40°C ± 2 °C. As composições das fases foram 

determinadas, e uma curva foi traçada através dos pontos representativos destas composições. 

Desta forma, uma série de composições da curva de equihbrio de fases (binodal) foi obtida e a 

concentração do polietileno glicol plotada versus a concentração do polissacarideo, fornecendo a 

curva binodal do sistema. Como convenção, a concentração do composto que se distribui 

fuvoravelmente na fase inferior, é plotado na abscissa e a concentração do polímero que se 

distribui preferencialmente na fase superior é plotado na ordenada. A determinação das linhas de 

amarração ("tie-lines") foi realizada pela quantificação dos dois polímeros, 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 divisão em duas alíquotas. A primeira alíquota determinou a quantidade de 

polissacarideo e a segunda alíquota, a quantidade de PEG. 

Com a finalidade de se testar metodologias alternativas para a determinação dos diagramas 

de fases, estudou-se o método proposto por POL Y AKOV e colaboradores, (1980). Este método 

baseia-se na construção gráfica a partir da relação entre os volumes das fases (volume da fase 

superior I volume total) e os valores de frações de peso aparente (razão entre as concentrações em 

massa final e inicial de um dos polímeros em solução, considerando a solução inicial deste 

polímero a solução antes da mistura e a solução final a resultante do sistema bifásico). A partir de 

extrapolações gráficas dos dados obtidos é possível a obtenção da curva de equihbrio de fases, 

bem como das linhas de amarração ("tie-lines"). 
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O método proposto estabelece a seguinte relação: 

t : relação entre os volumes das fases 

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

Materiais e Métodos 

Quando Vsup»Vin:t: r+= VsupNsup = 1; quando Vinf>>Vsup, r+= VsupNinf= O e 

quando Vinf= Vsup, r+= Vsup/ 2Vsup = 0,5 (ponto do diâmetro retilíneo-ponto crítico). Com 

base nestes princípios, o método da relação entre os volumes das fases pode ser facilmente 

utilizado na determinação dos diagramas de fases. 

A composição das misturas dos dois polímeros estudados foram expressas através de 

valores de frações de peso aparente y= CA0/CA e y-1= C8°/C8 onde CA0 e C8 ° foram as 

concentrações iniciais das soluções dos polímeros A (Policaju) e B (PEG 8000) e CA e C8 as 

concentrações de A e B na mistura (pH 7,0). De acordo com o método, a localização geométrica 

dos pontos correspondentes a misturas com diferentes y corresponde a secante CA°C8° no 

diagrama de fases. Se a linha reta CA °C8 ° intercepta o intervalo de imiscibilidade, a mistura dará 

lugar a um sistema bifásico. Em cada caso, os volumes das fases conjugadas são medidos e o valor 

de r+ é determinado. A relação r+= f{y) é então plotada. A extrapolação de r+= f(y) para r+=O e 

r+=l é usada para determinar a posição dos pontos da binodal na secante CA°C8 °. O valor de r+= 

0,5 facilita a determinação do ponto do diâmetro retilíneo na reta secante. Algumas curvas típicas 

estão apresentadas na FIGURA 12b. A curva I corresponde ao caso em que os pontos de 

interseção da secante CA°CB0 com a binodal não atravessam o diâmetro retilíneo. A curva II 

corresponde a interseção da secante com a binodal no ponto crítico, enquanto que a curva IIl os 

pontos de interseção da secante CA°CB0 com a binodal atravessam o diâmetro retilíneo. Se o 

procedimento acima for repetido para outros valores de CA0 e CB0 vários grupos de pontos da 

binodal e do diâmetro retilíneo podem ser obtidos. O ponto crítico do sistema pode ser 

determinado pela interseção da binodal com o diâmetro retilíneo. Uma vez que qualquer ponto do 

diâmetro retilíneo divide as "tie-lines" em dois segmentos iguais, estas também podem ser 

encontradas. 
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FIGURA 12- Diagrama de fàses (I, II, IIl - secantes com diferentes valores de CA0 e C8° , IV

binodal, V- diâmetro retilíneo) (a). Curvas representativas dos pontos experimentais de diferentes 

misturas de CA 0 e C8 ° (1- pontos da binodal, 2- ponto do diâmetro retilíneo, 3- ponto crítico) (b) 

4.2.3.1. Análise do polissacarideo do cajueiro 

4.2.3.1.1. Hidrólise do polissacarideo 

Para a dosagem dos monossacarídeos presentes no polissacarídeo foi realizada sua 

hidrólise ácida Foram utilizados tubos de ensaio rosqueados onde adicionou-se, separadamente, 

0,5 g da fase inferior e 1,0 g da fàse superior. O conteúdo dos tubos foi então completado com 

água destilada até massa total de 5,0 g a fim de se obter uma diluição adequada para 

quantificação. Em seguida, adicionou-se 1 mL de ácido sulfurico concentrado. Esta solução foi 

agitada a colocada em banho a 100 °C durante 60 minutos. Após a hidrólise, as amostras foram 

resfriadas a temperatura ambiente e neutralizadas a pH 6,0-7,0 pela adição de 5 mL de NaOH 

6,0M e pequenas quantidades de NaOH IM. Após a neutralização, o volume do hidrolisado foi 

completado para 25 mL em proveta graduada e a concentração de açúcares redutores do Policaju 

determinada pelo método de MILLER (1959). 
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4.2.3.1.2. Dosagem de açúcares redutores pelo método de MILLER (DNSA) 

O método de DNSA, usado para dosagem de açúcares com poder redutor é baseado na 

redução, em solução alcalina, do ácido 3,5-dinitrosalissílico (DNSA) a ácido 3-amino-5 

nitrossalicílico, sendo os grupos carbonila dos açúcares oxidados a carboxila. A presença de sal de 

La Rochele (tartarato duplo de sódio e de potássio) na solução visa proteger o reagente da ação 

do oxigênio dissolvido (MILLER, 1959). 

A determinação da concentração de açúcares redutores em solução foi efetuada pela 

adição de 1 mL de amostra a 1 mL de reagente DNSA. Esta solução foi mergulhada, por 5 

minutos, nmn banho de água em ebulição. A solução foi resfriada a temperatura ambiente e aferida 

para 25 mL em proveta graduada A absorvância da solução foi lida a 540 mn e o teor em açúcares 

redutores totais determinado a partir de uma curva de calibração construída a partir de soluções 

padrão de glicose, de 0,2-2,0 mg/mL. 

4.2.3.1.3. Preparação do reagente DNSA 

O reagente DNSA é preparado por dissolução de 5 g de ácido 3,5-dinitrossalicílico em 100 

mL de uma solução de NaOH 2M à 70°C em banho-maria. Em paralelo, 150 g de sal de La 

Rochele (tartarato duplo de sódio e de potássio) são dissolvidos em 250 mL de água destilada à 

70°C em banho-maria. Após dissolução completa, estas duas soluções são misturadas e o volmne 

final ajustado a 500 mL com água destilada. Esta solução é conservada em frasco escuro. 

Para cada solução de reagente DNSA é construída uma curva de cahbração com soluções 

padrão de glicose. 

4.2.3.2. Análise do Polietileno Glicol 

A concentração de PEG dos sistemas foi determinada de acordo com o método de 

SKOOG, (1979). Pesou-se 0,2 g da fase inferior e 1,0 g da fase superior, separadamente, e 
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completou-se para 50 mL com água destilada em balão volumétrico. 1 mL de cada amostra assim 

diluída, foi adicionado a 4 mL de ácido perclórico O,SM. Em seguida, 2 mL destas soluções foram 

adicionados a 0,5 mL de uma solução de cloreto de bário a 5%, 0,5 mL de uma solução de iodo 

O,OlM e 0,5 mL de ácido perclórico 0,5 M. A absorvância foi lida após 15 mín a 535 nm. A curva 

de calibração foi obtida pela preparação de soluções de cada PEG, 1500, 4000 e 8000, com 

concentração de 0,02-0,08 mg/mL. 

4.2.4. CARACTERIZAÇÃO DOS SISTEMAS BIFÁSICOS AQUOSOS 

4.2.4.1. Determinação das "tie-lines" de trabalho 

Sistemas obtidos experimentalmente pela mistura de diferentes concentrações de 

Polietileno glicol e Policaju foram submetidos a análise de PEG e do polissacarídeo em ambas as 

fuses (ítens 4.2.3.1 e 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- Composição das "tíe-lines" de trabalho dos sistemas de duas fases aquosas PEG

Policaju utilizados ao longo dos experimentos 

SISTEMAS 

PEG 1500-Policaju 

PEG 4000- Policaju 

PEG 8000- Policaju 

Tie-line 1 

21113 

18/9 

16/9 

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

Tie-line 2 

22,5/13,8 

20/11 

18/11 

Tie-line 3 

22113 

20/13 

4.2.4.2. Determinação das propriedades reológicas dos sistemas bifásicos aquosos 

Para a determinação da viscosidade das fases dos SBA em estudo foi utilizado um 

viscosímetro rotativo BROKFIELD DV-II, acoplado a um banho termostatizado. As medições 
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foram efetuadas a velocidade de 60 rpm com spindle de números 40 e 52 para amostras das fases 

superior e inferior, respectivamente. A capacidade de leitura do viscosímetro permite leituras até 

valores de 985 cP. 

As densidades das fuses superiores foram determinadas pesando-se em balança analítica 1 

mL da fuse superior dos sistemas com micropipeta, em quadruplicata. As densidades das fases 

inferiores foram determinadas por balanço de massa. A determinação das densidades dos sistemas 

a temperatura de 40°C ± 2 oc foi realizada da mesma forma, com o auxílio de um banho 

termostatizado. 

4.2.4.3. Tempo de separação das fases 

O tempo requerido para a separação das fuses foi determinado para sistemas de 1 O g. Após 

agitação para mistura das fuses, os sistemas foram deixados em repouso sob ação da gravidade até 

a formação de uma intedàce visível. Para os sistemas a temperatura de 40°C ± 2 °C, o tempo de 

separação das fuses foi determinado da mesma forma, com o auxílio de um banho termostatizado. 

4.2.4.4. Razão de fases 

Os volumes das fuses dos sistemas (10 g) em estudo, preparados em tubos de centrífuga 

graduados, foram usados para se determinar a razão de fuses, Vs (volume da fase superior) I Vi 

(volume da fuse inferior). Para os sistemas a temperatura de 40°C ± 2 °C, a razão de fuses foi 

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

4.2.5. ESTUDOS DE PARTIÇÃO EM BATELADA 

Após a determinação dos diagramas de fuses para o novo sistema e do estudo das suas 

propriedades :fisicas, estudou-se a partição de uma proteína modelo, albumina de soro bovino. 
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4.2.5.1. Dosagem de proteína total 

Foram preparados sistemas de duas fuses aquosas PEG-Policaju com massa total de 4 g 

por pesagem das quantidades apropriadas de soluções concentradas de PEG e Policaju, como 

descrito no item 4.2.2. Em seguida, foram adicionados 400 !-!1 de uma solução de albumina de soro 

bovino (2 mg/ml) aos sistemas. O conteúdo destes tubos foi agitado e então centrifugado a 500 

rpm durante 5 minutos. Para a temperatura de 40°C ± 2 °C, os sistemas foram preparados e após 

permanecerem por 24 horas em banho termostatizado, adicionou-se a solução de proteína, agitou

se e colocou-se novamente no banho-maria por mais 2 horas. 

A concentração de proteína foi determínada segundo BRADFORD (1976). O princípio do 

método é baseado no fàto do corante Coomassie Blue G-250 coexistir em duas formas de 

diferente cor: vermelho e azul. A sua forma de cor vermelha é rapidamente convertida na outra 

forma por ligação da parte cromófora do corante a proteínas. A reação de ligação do corante à 

proteína é um processo bastante rápido e a cor obtida é estável durante 1 hora. 

Para a determínação da proteína, adicionou-se 400 JlL da fase superior a 2 ml de reagente 

de BRADFORD e a absorbância foi lida a 595 nm antes de 15 minutos, empregando-se como 

branco uma amostra retirada de um SBA sem proteína e preparada da mesma forma. Dada a maior 

viscosidade da fàse inferior (Policaju) dos sistemas bifásicos em estudo, a concentração de 

proteína nesta fàse foi determinada por balanço material. A curva de calibração foi obtida a partir 

de soluções estoques de albumina de soro bovino de concentração de 10-100 mgll. 

4.2.5.1.1. Preparação do reagente de BRADFORD 

O reagente de Bradford foi preparado solubilizando 100 mg de azul brilhante de 

Coomassie G em 50 mL de etano! (95% v/v), adicionando-se 100 mL de ácido ortofosfórico 

(85%) e completando o volume para 1 L com água destilada. A mistura foi deixada sob agitação 

durante 1 hora e em seguida filtrada duas vezes antes de sua utilização na ausência de luz. 
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4.2.5.2. Determinação do coeficiente de partição 

Após a determinação da concentração de proteína nas fases, determinou-se o coeficiente 

de partição da proteína (K) definido como a razão entre a concentração de proteína na fase 

superior e inferior. 

K=Cs (concentração de proteínas na fuse superior)/Ci (concentração de proteínas na fase inferior) 

Estes experimentos foram realizados para vários comprimentos de "tie-lines", com 

diferentes massas moleculares de PEG (1500, 4000 e 8000), a diferentes pH's (6,0, 7,0 e 8,0) e 

adição de NaCl (O, IM e IM), nas temperaturas de 25°C ± 2 oc e 40°C ± 2 °C. 

4.2.6. EXTRAÇÃO CONTÍNUA UTILIZANDO COLUNA DE DISCOS PERFURADOS 

ROTATIVOS (PRDC) 

4.2.6.1. Preparação dos sistemas de trabalho 

Para os ensaios em contínuo, a partir das observações realizadas para os experimentos em 

batelada, foram selecionadas dnas "tie-lines" (18%PEG4000-9%Poliel\iu e 20%PEG4000-

ll %Policaju, pH 6,0) de modo que foram preparados sistemas de 600g e 700g, respectivamente, 

de acordo com a razão de fases, da mesma forma que para o processo em batelada, ou seja, a 

partir de soluções estoque de PEG e Policaju (item 4.2.2). Os sistemas assim preparados foram 

agitados por cerca de I hora e deixados em repouso "ovemight". Posteriormente, as fases inferior 

e superior foram separadas para utilização na coluna. 

Para os experimentos com transferência de massa, a proteína foi diretamente dissolvida na 

fase dispersa (PEG) de modo a obter urna solução com concentração final de 2 mg/mL. A solução 

foi então agitada por cerca de 1 hora até a completa solubilização da proteína. 
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4.2.6.2. Caracterização hidrodinâmica do equipamento 

4.2.6.2.1. Condições operacionais 

Para a operação da coluna, com a finalidade da obtenção de dados para a caracterização 

hidrodinâmica do extrator, seguiu-se o procedimento abaixo: 

1- Alimentou-se a coluna inicialmente com 80 mL da fase contínua (fase rica em Policaju), com a 

drenagem da fase contínua e alimentação da fase dispersa fechadas até enchê-la; 

2- Adicionou-se o mecanismo de rotação dos discos e, depois de ajustada a vazão de entrada com 

a de saída da fase contínua, procedeu-se então a alimentação da fase dispersa (fase rica em PEG) 

nas vazões desejadas. Para este procedimento foram utilizadas 4 bombas peristáhica de 1 canal, a 

fim de se garantir a velocidade de fluxo requerida para cada fase. 

Neste trabalho foram analisadas algumas variáveis operacionais e geométricas sobre a 

fração retida na fase dispersa (hold up ), transferência de massa e índice de recuperação na coluna 

de discos perfurados rotativos (TABELA 09). 

TABELA 09- Variáveis estudadas na extração contínua 

Variáveis operacionais/geométricas 

Velocidade de rotação dos discos (rpm) 

Velocidade da fase dispersa (ml/mín) 

Número de discos 

Valores 

60; 140;220 

2,0; 3,0; 5,0 

03;04;07 

4.2.6.2.2. Determinação da fração retida da fase dispersa (Hold up) 

Nos ensaios de extração em contínuo, após se atingir o estado estacionário, em condições 

de agitação e velocidade de fase dispersa pré-determínadas, foi determínado o "hold up" (H) da 

fase rica em PEG pelo método do estancamento. Neste procedimento são ínterrompidas 

simultaneamente a agitação e todas as correntes de entrada e saída da coluna. A coluna foi 
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descarregada, as fases levadas à decantação e os volumes das fases lidos em proveta graduada. 

Esta técnica leva a medida de "hold up" médio e calculado de acordo com a seguinte expressão: 

H= volume da fase dispersa /volume total do sistema 

4.2.6.3. Experimentos de transferência de massa 

4.2.6.3.1. Determinação do coeficiente de transferência de massa (Kda) 

Para a detenninação do coeficiente de transferência de massa da proteína, a proteína foi 

inicialmente dissolvida na fase PEG e esta foi alimentada através da fase contínua, de modo a se 

obter a transferência da proteína para a fase extrato. Amostras das fases contínua e dispersa foram 

recolhidas nas correntes de saída em íntervalos de tempo de 10, 20, 30, 40, 50 e 55 mínutos de 

operação, em condições pré-estabelecidas de velocidade de rotação, velocidades das fases dispersa 

e contínua e número de discos, seguidas pelas determínações das quantidades de proteína de 

acordo com o método de BRADFORD (1976). 

O coeficiente de transferência de massa foi determínado em termos da concentração de 

proteína nas fases dispersa e contínua de acordo com a seguinte expressão: 

Kda= QN. 1n (Cent- KCfc/Csaí- KCfc) 

onde Kda, Q, V, Cent, Csaí e K representam respectivamente, o coeficiente de transferência de 

massa, a velocidade de fluxo da fase dispersa, o volume da fase contínua, a concentração de 

proteína na corrente de entrada de fase dispersa, a concentração de proteína na corrente de saída 

de fase dispersa, coeficiente de partição. Toma-se para valor de Cfc, o valor médio entre a 

concentração final da fase contínua e o valor inicial da mesma fase, isto é, toma-se para o valor de 

Cfc metade do valor de concentração de soluto determínado para a fase contínua, pois o valor 

inicial na fase contínua será zero (SA W ANT et ai., 1990). 
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4.2.6.3.2. Cálculo do índice de recuperação do soluto 

A eficiência de extração para diferentes condições operacionais pré-estabelecidas foi obtida 

através da expressão proposta por KAWASE (1990), a qual se baseia nas concentrações da fase 

onde se encontra o soiuto: 

Ek = Cr- c, X I 00 

Cr 

Onde: Cr é a fração mássica de soiuto na alimentação e 

C, é a fração mássica de soiuto no rafinado 

O fluxograma representativo de todo processo experimentai está demonstrado na FIGURA 

13. 
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FIGURA13- Fluxograma representativo do processo experimental 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A recuperação e purificação de produtos biológicos é uma das áreas da biotecnologia que 

tem despertado maior interesse. Entre as técnicas empregadas para a recuperação de produtos 

biológicos, a extração com sistemas bifásicos aquosos é uma das mais atrativas, dadas as 

condições suaves que oferece a moléculas e partículas biológicas (ALBERTSSON et ai., 1990; 

CHRISTIAN et ai., 1998). 

Neste sentido, procurou-se estudar a aplicação de um polimero regional de baixo custo a 

técnicas de separação bifásica aquosa, possibilitando a redução dos custos no desenvolvimento de 

sistemas bifásicos aquosos como técnica alternativa aos processos tradicionais de recuperação. 

Pretendeu-se mostrar que os dados compilados ao longo das últimas três décadas para sistemas 

bifásicos aquosos formados por polimeros como a Dextrana podem ser transpostos para sistemas 

formados por polimeros alternativos. 

5.1. DETERMINAÇÃO DOS DIAGRAMAS DE FASES 

Para a caracterização dos sistemas bifásicos formados por combinação do polissacarídeo 

em estudo com PEG, convém determinar o diagrama de fases. O seu interesse reside no fato de 

ser possível, pela sua consulta, ter-se acesso à concentração de polimeros necessária à formação 

das fases, à composição das fases em equihbrio e efetuar uma previsão qualitativa da partição de 

moléculas e partículas biológicas. 

Inicialmente, procedeu-se com o isolamento do Policaju. O processo de purificação 

permitiu um rendimento de 85-90% em polissacarídeo. Em seguida foram testadas duas 

metodologias para a determinação dos diagramas de fàses do sistema bifásico aquoso PEG

Policaju. Os resultados obtidos utilizando a metodologia proposta por POL Y AKOV e 

colaboradores (1980) para o sistema PEG 8000-Policaju estão apresentados na FIGURA 14. 

A análise comparativa dos resultados experimentais apresentados graficamente com o 

modelo gráfico proposto (ver item 4.2.3 -FIGURA 12) demonstrou um comportamento diferente 

do modelo proposto, uma vez que não foi possível extrapolar para os valores de y = O e y = 1. 
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FIGURA 14- Relação entre os volumes das fases (r+) versus fração 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 aplicação desta metodologia devido a 

heterogeneidade da fase gel, de acordo com POL Y AKOV e colaboradores (1980). Por outro lado, 

a metodologia proposta por ALBERTSSON (1986) foi bastante favorável para a determinação 

dos diagramas de fases dos sistemas em estudo. 

Após a seleção da metodologia para a determinação das curvas binodais, prosseguiu-se 

com a determinação da uniformidade das amostras de polissacarideo obtidas em diferentes 

localidades no estado de Pernambuco, uma vez que, como qualquer produto natural, possui 

variações entre diferentes lotes do mesmo produto. De fato, lotes isolados da goma demonstraram 

características particulares em relação a viscosidade, coloração e solubilidade, destacando-se a 

importância em se utilizar uma amostra padronizada da matéria prima. Desta forma, 

determinaram-se inicialmente os diagramas de fases PEG 8000-Policaju e 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 única de 

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

92 



SARUBBO, L.A. Resultados e Discussão 

Pernambuco (segundo lote). As curvas binodais demonstraram um perfil semelhante apresentando 

apenas um leve deslocamento entre ambas. Este comportamento demonstra a possibilidade de 

utilização de ambas as amostras, de modo que o segundo lote, mais expressivo por reunir 

características mais homogêneas de uma amostragem maior, foi selecionado para a realização dos 

experimentos. Observou-se ainda a necessidade em se utilizar altas concentrações de polímeros 

para a construção do diagrama de fases deste sistema, não sendo possível a determinação da 

binodal com o PEG 550, um vez que as fàses eram altamente viscosas, inviabilizando o uso deste 

sistema para estudos de partição. De fato, observou-se a partir da revisão bibliográfica a 

necessidade em se utilizar PEG's de peso molecular elevado, normalmente acima de 1000 Da, para 

a formação de duas fàses aquosas quando se estudam sistemas polímero-polímero (KULA et ai., 

1982), o mesmo não acontecendo em sistemas PEG-Sais, já que para estes casos também se 

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

Para efeitos de comparação, os diagramas de fàses 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 

uni:fásico e biffisico possuem perfis semelhantes em ambos os casos, havendo porém um 

deslocamento no sentido de maior concentração dos polímeros para o sistema PEG-Policaju. Este 

deslocamento está relacionado ao menor peso molecular do Policaju em relação a Dextrana. De 

:fàto, o peso molecular do Policaju está em tomo de li 0.000 Da, enquanto que o peso molecular 

da Dextrana 500 e da Dextrana T500, é de 215.000 Da e 507.000 Da, respectivamente 

(ZASLAVSKY, 1995). Ambos os polissacarideos, Policaju e Dextrana se concentraram 

predominantemente na fàse inferior, enquanto o PEG se concentrou predominantemente na fàse 

superior. 
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FIGURA 15- Diagrama de fases do sistema PEG 4000-Policaju para dois lotes de goma (I o lote e 

2° lote) 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 o 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 e PEG 4000-DextranaSOO 

(ZASLAVSKY, 1995) a 25°C ± 2°C 
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FIGURA 18- Diagramas de fases dos sistemas PEG 8000-Policaju e PEG 8000-DextranaT500 

(ZASLA VSKY, 1995) a 25°C ± 2°C 
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5.1.1. Influência do peso molecular do polietileno glicol no diagrama de fases 

Analisando-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 concentrações de 

polímeros com o aumento do peso molecular do PEG, ou seja, quanto maior o peso molecular do 

Polietileno glicol, menor a concentração necessária de polímeros para a formação de um sistema 

bifásico aquoso (FIGURAS 19, 20 e 21). Com o aumento do peso molecular do PEG há um 

aumento na hidrofobicidade do polímero, o qual se toma mais incompatível com o polissacarídeo 

do cajueiro (Policaju), levando a separação de fases a menores concentrações de polímeros. Os 

resultados obtidos concordam com as trabalhos realizados por ALBERTSSON (1986). O mesmo 

comportamento foi observado por VENÂNCIO e colaboradores (1995) ao se estudar o sistema 

PEG-Goma de Guar para PEG 4000 e 8000 e CHRISTIAN e colaboradores (1998) para o sistema 

PEG-Arabinogalactana com PEG's 4500 e 20000. SZLAG & GIULIANO (1988) também 

observaram que a concentração de Maltodextrina requerida para a formação de um sistema 

bifásico com PEG 8000 aumenta com a diminuição do peso molecular do polissacarídeo. 
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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 e 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 e PEG 

1500- Policaju a 25°C ± 2°C, pH 8,0 
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5.1.2. Influência do pH no diagrama de fases 

Analisando-se o comportamento das binodais de cada sistema frente aos diferentes pH's, 

não houve um deslocamento das binodais (FIGURAS 22, 23 e 24). Ainda, não foram encontrados 

na literatura dados a cerca da influência deste parâmetro sobre a binodal em sistemas polímero

polímero. 

Por outro lado, para sistemas PEG-Sal observa-se que a variação do pH provoca o 

deslocamento da binodal no sentido da maior concentração dos constituintes das fases com a 

diminuição do pH (FRANCO, 1992; HUDDLESTON et ai., 1991). Para os sistemas bifásicos 

PEG-Sais de fosfato estudados por VIDEIRA & AIRES-BARROS (1994}, a redução do pH de 

8,0 para 7,0 aumentou a concentração de polímero e sais requeridos para a formação de fases. 

Este efeito pode ser explicado pelo aumento da proporção de H2P04-!HPO/- com a diminuição 

do pH. De fato, como o ânion monovalente é menos efetivo no "salting-out" do PEG, uma maior 

concentração de sal e/ou polímero torna-se necessária para obter um sistema bifásico. Estes 

resultados são corroborados por SARMENTO e colaboradores (1994) e SEBASTIÃO 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 e 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. Influência da temperatura no diagrama de fases 

O efeito da temperatura é muito diferente de sistema para sistema, dependendo do tipo de 

polímero usado. Para o sistema PEG-Policaju observou-se um comportamento semelhante para os 

três 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 variação da 

temperatura (FIGURAS 25, 26 e 27). Este comportamento também pode ser observado pela 

semelhança entre a composição das "tie-lines" estudadas nas duas temperaturas (TABELAS 13, 

14 e 15 com 19, 20 e 21). DIAMOND & HSU (1992) também observaram que o sistema 

Metilcelulose-Dextrana não é praticamente afetado pela temperatura. Por outro lado, outros 

sistemas polímero-polímero são bastante afetados por alterações na temperatura VENÂNCIO e 

colaboradores (1993) estudando o sistema bifásico PEG-Hidroxipropilamido, observaram a 

necessidade de maiores concentrações dos polímeros para a formação 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 álcool-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 e para 40°C para sistemas PEG-Sais de sulfato. 

A variação de temperatura estudada foi considerada adequada, poiS a temperatura 

ambiente (25°C ± 2°C) é adequada para a extração de proteínas, inclusive industrialmente, sendo a 

variação de 13°C bastante razoável para analisar a estabilidade do sistema e a fàixa de temperatura 

de trabalho de urna unidade industrial pode operar. 

O estudo do deslocamento da binodal para baixas temperaturas não foi considerado um 

parãmetro relevante, urna vez que o polissacarideo torna-se mais viscoso a baixas temperaturas, 

dificultando a utilização do sistema. Por outro lado, vários autores têm sugerido a modificação 

química de polímeros a fim de torná-los mais adequados para a aplicação em SBA TJERNELD e 

colaboradores (1986), pela modificação química da molécula de amido através da introdução de 

grupos hidroxipropil, obtiveram um polímero mais estável a baixas temperaturas. Segundo os 
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autores, mesmo com o custo adicional da modificação, a aplicação da técnica seria 

comercialmente viável. 
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FIGURA Z5- Diagrama de fases do sistema PEG 1500-Policaju nas temperaturas Z5oe ± zoe e 

40oe ± zoe, pH 7 ,O 
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FIGURA Z6- Diagrama de fases do sistema PEG 4000-Policaju nas temperaturas Z5oe ± zoe e 

40oe ±zoe, 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. CARACTERIZAÇÃO DOS SISTEMAS BIFÁSICOS AQUOSOS 

5.2.1. Composição dos sistemas bifásicos aquosos ("tie-lines") 

A composição dos sistemas estudados ao longo deste trabalho para diferentes pH's e 

temperaturas estão apresentadas nas TABELAS a seguir. Pode-se observar que não há uma 

variação significativa entre as composições das "tie-lines" para cada peso molecular do PEGao 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- Composição das fases do sistema PEG 1500-Policaju a 25°C ± 2°C, pH 6,0 

PEG Composição Total Composição Composição 

1500 do Sistema(% p/p) da Fase Superior(% p/p) da Fase Inferior (% p/p) 

Tie-Iine Goma PEG HzO Goma PEG HzO Goma PEG HzO 

1 21 13 66 6,22 18,45 75,33 36,97 7,15 55,88 

2 22,5 13,8 63,7 3,31 19,82 76,87 40,42 7,97 51,61 

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

PEG Composição Total Composição Composição 

4000 do Sistema(% p/p) da Fase Superior (%p/p) da Fase Inferior (%p/p) 

Tie-line Goma PEG HzO Goma PEG HzO Goma PEG HzO 

1 18 9 73 5,52 13,54 80,94 36,35 2,37 61,28 

2 20 11 69 1,66 19,23 79,11 43,22 0,63 56,15 

3 22 13 65 0,59 20,24 79,17 47,84 1,68 50,48 

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

PEG Composição Total Composição Composição 

8000 do Sistema (% p/p) da Fase Superior(%p/p) da Fase Inferior(% p/p) 

Tie-line Goma PEG HzO Goma PEG HzO Goma PEG HzO 

1 16 9 75 3,64 13,33 83,03 39,15 0,86 59,99 

2 18 11 71 1,33 19,39 79,28 43,88 0,85 55,27 

3 20 13 67 0,35 21,56 78,09 47,37 0,99 51,64 
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TABELA 13- Composição das fases do sistema PEG 1500-Po!icaju a 25°C ± 2°C, pH 7,0 

PEG Composição Total Composição Composição 

1500 do Sistema (% p/p) da Fase Superior(% p/p) da Fase Inferior(% p/p) 

Tie-line Goma PEG H20 Goma PEG H20 Goma PEG H20 

1 21 13 66 8,73 16,91 74,36 39,20 7,00 53,80 

2 22,5 13,8 63,7 5,75 19,89 74,36 45,15 5,73 49,12 

TABELA 14- Composição das fases do sistema PEG 4000-Policaju a 25°C ± 2°C, pH 7,0 

PEG Composição Total Composição Composição 

4000 do Sistema(% p/p) da Fase Superior (%p/p) da Fase Inferior (%p/p) 

Tie-line Goma PEG H20 Goma PEG H20 Goma PEG H20 

1 18 9 73 10,93 10,25 78,82 31,47 4,64 63,89 

2 20 11 69 4,12 16,58 79,30 48,43 0,98 50,59 

3 22 13 65 1,29 21,32 77,39 50,27 1,54 48,19 

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

PEG Composição Total Composição Composição 

8000 do Sistema (% p/p) da Fase Superior(%p/p) da Fase Inferior (% p/p) 

Tie-line Goma PEG H20 Goma PEG H20 Goma PEG H20 

1 16 9 75 2,69 13,69 83,62 40,37 0,59 59,04 

2 18 11 71 0,80 17,85 81,35 48,78 1,03 50,19 

3 20 13 67 0,24 20,13 79,63 52,43 1,25 46,32 
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TABELA 16- Composição das fases do sistemaPEG 1500-Policaju a 25°C ± 2°C, pH 8,0 

PEG Composição Total Composição Composição 

1500 do Sistema (% p/p) da Fase Superior (% p/p) da Fase Inferior(% p/p) 

Tie-line Goma PEG H20 Goma PEG H20 Goma PEG H20 

1 21 13 66 11,91 16,86 71,23 35,08 7,45 57,47 

2 22,5 13,8 63,7 8,60 19,80 71,60 38,72 6,69 54,59 

TABELA 17- Composição das fases do sistemaPEG 4000-Policaju a 25°C ± 2°C, pH 8,0 

PEG Composição Total Composição Composição 

4000 do Sistema(% p/p) da Fase Superior (%p/p) da Fase Inferior (%p/p) 

Tie-line Goma PEG H20 Goma PEG H20 Goma PEG H20 

1 18 9 73 11,75 11,56 76,69 34,49 2,36 63,15 

2 20 11 69 4,00 17,59 78,41 42,55 1,74 55,51 

3 22 13 65 2,03 19,14 78,83 49,71 4,37 45,92 

TABELA 18- Composição das fases do sistema PEG 8000-Policaju a 25°C ± 2°C, pH 8,0 

PEG Composição Total Composição Composição 

8000 do Sistema (% p/p) da Fase Superior(%p/p) da Fase Inferior(% p/p) 

Tie-line Goma PEG H20 Goma PEG H20 Goma PEG H20 

1 16 9 75 5,59 12,64 81,77 38,99 0,97 60,04 

2 18 11 71 2,32 16,86 80,82 43,76 1,41 54,83 

3 20 13 67 1,63 22,18 76,19 44,37 0,81 54,82 
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TABELA 19- Composição das fases do sistema PEG 1500-Policaju a 40°C ± 2°C, pH 7,0 

PEG Composição Total Composição Composição 

1500 do Sistema (% p/p) da Fase Superior(% p/p) da Fase Inferior (% p/p) 

Tie-line Goma PEG HzO Goma PEG HzO Goma PEG HzO 

1 21 13 66 9,74 16,29 73,97 40,58 7,26 52,16 

2 22,5 13,8 63,7 6,76 18,86 74,38 53,48 3,67 42,85 

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

PEG Composição Total Composição Composição 

4000 do Sistema (% p/p) da Fase Superior (%p/p) da Fase Inferior (%p/p) 

Tie-line Goma PEG HzO Goma PEG HzO Goma PEG HzO 

1 18 9 73 10,00 11,78 78,22 37,75 2,16 60,09 

2 20 11 69 3,00 17,75 79,25 54,07 1,11 53,82 

3 22 13 65 2,00 20,73 77,27 49,44 1,80 48,76 

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

PEG Composição Total Composição Composição 

8000 do Sistema (% p/p) da Fase Superior(%p/p) da Fase Inferior (% p/p) 

Tie-line Goma PEG HzO Goma PEG HzO Goma PEG HzO 

1 16 9 75 4,22 15,28 80,50 30,84 1,21 67,95 

2 18 11 71 2,08 17,24 80,68 43,84 1,08 55,08 

3 20 13 67 0,79 21,25 77,96 47,46 1,25 51,29 

5.2.2. Propriedades reológicas dos sistemas bifásicos aquosos 

As propriedades reológicas dos SBA's estudados, viscosidade e densidade, estão 

apresentadas nas TABELAS 22 e 23. 
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TABELA 22- Propriedades reológicas das fuses dos diferentes SBA em estudo a 25°C ±zoe 
Fase superior Fase inferior 

Densidade Viscosidade Densidade Viscosidade 
Sistema ("tie-line") pH 

(g/mL) (cP) (g/mL) (cP) 

13%PEG 1500-21 %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 1,036 244,0 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 1,000 388,3 1,289 nd 

13%PEG8000-20%Policaju 0,989 550,5 1,401 nd 

I3%PEG1500-21%Policaju 8,0 1,042 208,1 1,179 nd 

13,8%PEG 1 500-22,5%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 1,016 316,2 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- não determinado (> 983 cP) 
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TABELA 23- Propriedades reológicas das fases dos diferentes SBA em estudo a 40°C ± 2°C 

Fase superior Fase inferior 

Densidade Viscosidade Densidade Viscosidade 
Sistema (tie-Iine) pH 

(g/mL) (cP) (g/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%Polícaju 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- não determinado (> 983 cP) 

Para as fases superiores, o aumento do comprimento da "tie-line" provocou o aumento da 

viscosidade devido ao aumento da concentração do sistema, com exceção dos sistemas PEG1500-

Policaju .. Com relação ao peso molecular do PEG, a viscosidade das fases superiores é menor 

para o PEG 1500, seguida dos PEG's 4000 e 8000, respectivamente. 

Analisando-se a variação da viscosidade com o pH para as "tie-lines" estudadas, observou

se um aumento da viscosidade das fases superiores com o aumento do pH 

Não foi possível estudar as viscosidades da maioria das fases inferiores já 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 características de polissacarídeos contendo grupos carboxilas é a alteração da 

viscosidade de suas soluções com a mudança do pH. A alteração da viscosidade da fase inferior 

(rica em Policaju) em função do pH pode ser explicada pela variação da densidade de carga na 

molécula do Policaju. A redução do pH acarreta uma menor densidade de carga, ou seja, repulsão 

entre os grupos RCoo· do ácido glucurôuico, possibilitando que as cadeias se enovelem, 

diminuindo assim a viscosidade intrfuseca. 

108 



SARUBBO, L.A. Resultados e Discussão 

Trabalhos realizados com soluções de pectina, goma arábica e polissacarídeo da palma 

gigante demonstraram a diminuição da viscosidade com a redução do pH. Essa mudança de 

viscosidade se deve a presença do ácido glucurônico nestas moléculas (REYES, 1978), 

corroborando com as observações visuais para o sistema constituído por Po!icaju. 

Por outro lado, o aumento da temperatura acarretou a redução da viscosidade dos sistemas 

estudados, possibilitando a quantificação deste parâmetro para a maioria das fases inferiores dos 

sistemas estudados. 

As viscosidades das fases dos sistemas PEG-Policaju na temperatura ambiente (2S°C ± 

2°C) são superiores às de outros sistemas polímero-polimero como PEG-Dextrarta e PEG

Maltodextrina (TJERNELD et ai., 1986; SZLAG & GIULIANO, 1988), encontrando 

comparações nos sistemas Klucel-L-Pluronic PIOS (SKUSE et ai., 1992) e PEG

Hidroxipropilamido bruto (VENÂNCIO et ai., 1993). 

5.2.3. Razão de fases e tempos de separação dos sistemas bifásicos aquosos 

A razão de fases e o tempo de separação dos SBA testados estão apresentadas na 

TABELA24. 

De um modo geral, a razão de fases diminui com o aumento da "tie-line" e com a redução 

do pH. O mesmo comportamento foi observado para o sistema PEG-Arabinogalactarta 

(CHRISTIAN et ai., 1998). 

Com relação a partição, se considera que a concentração do material a se particionar tem 

um efeito bastante reduzido na distribuição resultante. Este fàtor contribui para se considerar que 

o coeficiente de partição de um soluto em sistemas bifãsicos em equihbrio é praticamente 

independente dos volumes das fases em sistemas polímero-polímero (KULA, 1986). 

O tempo de separação das fases em sistemas PEG-Policaju foi bastante curto quando 

comparado aos tempos de separação para outros sistemas descritos na literatura como Klucel

Pluronic PIOS ( SKUSE et ai., 1992), que embora possua propriedades semelhantes ao sistema 

PEG-Policaju, exibe tempos de separação muito superiores, entre 1200 e 7200 segundos. 
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TABELA 24- Razão de fases e tempo de separação das fases dos diferentes SBA em estudo 

Temperatura Razão Tempo de separação 
Sistema ("tie-Iine") pH 

(O 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%PEG8000-16% Policaju 2,6 100 

11 %PEG8000-18%Policaju 2,1 140 

13%PEG8000-20%Policaju 2,0 360 

13%PEG 1500-21% 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 %PEG8000-18%Policaju 2,3 180 

13%PEG8000-20%Policaju 2,1 330 

13%PEG 1500-21 %Policaju 8,0 2,1 25 

13,8%PEG 1500-22,5%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 

9%PEG8000-16%Policaju 3,7 110 

11 %PEG8000-18% Policaju 2,6 155 

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

13%PEG1500-21 %Policaju 7,0 40±2 1,5 15 

13,8%PEG 1500-22,5%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 separação das fases para 

todos os casos estudados devido ao aumento da viscosidade (TABELA 22), com o aumento da 

concentração do sistema. 

Observa-se também que o tempo de separação das fases diminui com a redução 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 separação. 

A aplicação em larga escala de sistemas bifásicos aquosos está muito condicionada ao 

requerimento relativamente alto de reagentes quúnicos. Por outro lado, o tempo reduzido 

requerido para a separação das fases que afeta diretamente os custos de energia consiste no maior 

fator do baixo custo operacional destes sistemas. Desta fol1Illl, a análise do tempo de separação 

das fases dos sistemas estudados demonstrou que são necessários apenas poucos minutos para se 

atingir o equihbrio de fases, independentemente dos comprimentos de "tie-line" e dos pH's 

testados. Uma vez que a rapidez do equihbrio de fases é fundamental para o "scale up" de um 

processo (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993), os sistemas PEG-Policaju parecem atender 

perfeitamente a esta condição, facilitando a viabilidade comercial não só da aplicação do sistema, 

mas também do equipamento necessário ao processo de separação. 
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5.3. ESTUDOS DE PARTIÇÃO EM BATELADA 

Existem muitos parâmetros que influenciam a partição de uma determinada proteína tais 

como pH do sistema, tipo e concentração de sais presentes no sistema, peso molecular do 

polímero e concentração e propriedades da proteína, como estrutura, hidrofobicidade e peso 

molecular (ALMEIDA et ai., 1998; RACHEM et ai., 1996). Devido a complexidade dos 

fenômenos de partição, torna-se dificil prever o comportamento de uma determinada proteína e 

selecionar as condições de separação para se planejar um experimento (RACHEM et ai., 1996). 

Desta forma, a maioria dos estudos neste campo são empíricos e a purificação é alcançada pela 

variação sistemática de vários fatores. 

Neste trabalho caracterizou-se o sistema PEG-Policaju e estudou-se sua aplicação através 

da partição de uma proteína modelo, a albumína de soro bovino (BSA). A influência de diversos 

parâmetros como peso molecular do PEG, comprimento da "tie-line", pH, adição de NaCl e 

temperatura foram estudados. 

Para todas as condições experimentais estudadas, o coeficiente de partição da proteína foi 

menor que 1. Isto significa que a albumína de soro bovino se distnbuiu predomínantemente na fase 

rica em Policaju. Para os sistemas PEG 1500-Policaju, não houve fonnação de duas fases aquosas 

em equihbrio após a adição da solução contendo a proteína para a menor "tie-line" no pH 8,0. 

Este mesmo comportamento foi observado por SARMENTO e colaboradores (1994) e PORTO 

(1998) para a partição de Citocromo bS em sistemas PEG-Sais de fosfato. 

5.3.1. Influência do peso molecular do polietileno glicol (PEG) na partição da albumina de 

soro bovino 

Analisando-se a influência do peso molecular do PEG no coeficiente de partição da 

proteína, não foi possível estabelecer uma correlação entre o coeficiente de partição e o peso 

molecular do PEG no sistema PEG-Policaju, ou seja, não houve uma tendência geral no 

comportamento de partição da albwnina, a qual pennaneceu na fase inferior rica em Policaju 

(FIGURAS 28, 29 e 30). Resultados similares foram observados para a partição de BSA em 
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sistemas PEG-Arabinogalactana (CHRISTIAN et ai., 1998) e PEG-Maltodextrina (ALVES et ai., 

1999). Nestes sistemas, a proteina pennaneceu na fàse inferior para todas as condições estudadas. 

Estudos realizados para a partição de cutinase em sistemas PEG-Hidroxipropilarnido bruto 

e PEG-Reppal PES100 (um Hidroxipropilamido purificado) indicaram que o sistema foi apenas 

ligeiramente influenciado pelo peso molecular do PEG, urna vez que os coeficientes de partição 

não demonstraram urna tendência regular e foram similares em todos os casos, pennanecendo 

menores que 1 (ALMEIDA et ai., 1998). Os resultados obtidos para o sistema PEG-Policaju, 

assim como para os acima citados são 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 partição com a redução do peso molecular do PEG também são 

observados em sistemas PEG-Polissacarideos. Estudos realizados por TJERNELD e 

colaboradores (1986) em sistemas PEG-Hidroxipropilarnido e por HUSTEDT e colaboradores 

(1978) em sistemas PEG-Dextrana demonstraram um aumento do coeficiente de partição de 

diferentes enzimas com a redução do peso molecular do PEG. 

A solubilidade das proteinas em solução de PEG tem sido interpretada por vários autores 

em termos dos efeitos do volume excluído do polúnero (ATHA & INGHAM, 1981; POLSON et 

ai., 1964). O PEG é um polimero composto por grupos -CHz-CH1- ligados entre si por urna 

ligação éter. Segundo a teoria desenvolvida por estes autores, as proteinas são excluídas 

estericamente de zonas do solvente ocupadas pelo polúnero, sendo as solubilidades proporcionais 

ao volume de solvente disponível (solvente sem PEG). Assim, quanto maior for o volume excluído 

do polietileno glicol menor é o volume de solvente disponível, o que implica urna diminuição de 

solubilidade das proteinas na fase rica em polúnero e consequentemente urna diminuição do 

coeficiente de partição. Ainda, sendo o PEG um polúnero que possui um grupo hidroxila (-OH) 

ligado a cada um dos grupos -CHz-CHz- terminais, é de se esperar que, para urna determinada 

concentração, a sua hidrofobicidade diminua com a diminuição da massa molecular, urna vez que 

aumenta a representação daqueles grupos hidrofilicos terminais (KULA, 1985). 

Desta fonna, devido ao efeito do volume excluído, a tendência geralmente esperada seria 

um aumento nos coeficientes de partição com a diminuição do peso molecular do PEG. Contudo, 

é importante considerar que a alteração do peso molecular do polúnero torna necessário alterar a 

concentração do mesmo (Exemplo: urna maior quantidade de PEG 1000 será necessária para 
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formar um SBA do que para o PEG 8000), podendo assim induzir a variações na composição das 

duas fases em equihbrio, afetando a partição de materiais biológicos o que pode influenciar o 

coeficiente de partição de uma dada molécula no sentido contrário. 

A importância do peso molecular da proteina também deve ser considerada, uma vez que o 

efeito da massa molecular do polimero está muito relacionado com a massa molecular do 

biomaterial. De fato, a partição do aminoácido ou proteinas de baixa massa molecular não é muito 

influenciada por variações da massa molecular dos polimeros, não acontecendo o mesmo com 

proteinas de maior massa molecular (ALBERTSSON, 1986). 

Proteínas com alta massa molecular são mais influenciadas por mudanças na massa 

molecular dos polimeros do que proteinas de pequena massa molecular; pode-se ter, como 

exemplo, o coeficiente de partição do citocromo C e 13-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 purificação de cutinase em sistemas PEG-Hidroxipopilamido 

já 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 partição (ALMEIDA et ai., 1998). Uma vez que a partição é muito mais sensível 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 responsável pelas pequenas alterações 

observadas. Embora a Albumina de soro bovino tenha um peso molecular elevado (65.000 -

67.000 Da), a partição da proteina também não sofreu alterações significativas com a variação do 

peso molecular do PEG, como discutido anteriormente. Provavelmente, outros fatores, que não a 

massa molecular, predominaram sobre a distribuição da proteina. 

Estudos de partição do citocromo b5 em sistemas PEG-Sais de fosfato demostraram um 

aumento no coeficiente de partição com a diminuição do peso molecular do PEG (SARMENTO 

et ai., 1994). HUDDLESTON e colaboradores (1991) estudaram o coeficiente de partição de 

proteinas de Saccharomyces cerevisiae (levedura do pão) em sistemas PEG-Sais de fosfàto, 

observando para PEG 400 e 1000 uma preferência das proteinas pela fase superior. Para o PEG 
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3350, no entanto, a maioria das proteínas se concentrou na fase inferior, mostrando o efeito 

pronunciado do peso molecular do PEG no coeficiente de partição. 

A partição de proteínas do leite de ovelhas foi estudada em sistemas PEG-Sais. A redução 

do peso molecular do PEG aumentou o coeficiente de partição de todas as proteínas testadas 

(HARRIS et aL, 1991). A solubilidade das proteínas e de outros materiais em PEG's de vários 

pesos moleculares foi explicada pelo modelo de partição de FLORY-HUGGINS (1941), a qual 

atn'bui a influência do peso molecular do PEG na partição ao aumento do número dos grupos 

hidrofilicos terminais em PEG's de menor peso molecular, os quais possuem o efeito de reduzir a 

hidrofobicidade total da fàse PEG e também ao efeito do volume excluido, que aumenta com o 

aumento da massa molecular do polímero, conforme discutido anteriormente . 
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FIGURA 28- Influência do comprimento da "tie-line" e do pH no coeficiente de partição da 

albumína de soro bovino em sistema PEGI500-Policaju a 25 oc ± 2 oc 
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FIGURA 29- Influência do comprimento da "tie-line" e do pH no coeficiente de partição da 

albumina de soro bovino em sistema PEG4000-Policaju a 25 oc ± 2 oc 
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FIGURA 30- Influência do comprimento da "tie-line" e do pH no coeficiente de partição da 

albumina de soro bovino em sistema PEG8000-Policaju a 25 °C ± 2 oc 

Estudos realizados por SCHIMIDT e colaboradores (1994) sobre a correlação entre o 

efeito da concentração de proteína total e o comportamento da partição das proteinas 

(amiloglicosidase, subtilisína e inibidor de tripsina) em sistemas PEG-Sais de fosfato 

demonstraram que a solubilidade das proteinas em solução de PEG é governada pelo efeito de 
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exclusão estérico e pela interação hidrofóbica entre proteína e o grupo etileno do PEG, o qual é 

provavelmente responsável pela alta solubilidade na fuse rica em PEG de muitas proteínas 

hidrofóbicas. 

5.3.2. Influência do comprimento da "tie-line" na partição da albumina de soro bovino 

Analisando-se a influência do comprimento da "tie-line" no coeficiente de partição da 

albumina, observou-se para todos os PEG's testados, uma tendência a diminuição do coeficiente 

de partição com o aumento da "tie-line" para os três valores de pH testados, ou seja, o aumento da 

"tie-line" provocou uma redução no coeficiente de partição (FIGURAS 28, 29 e 30). 

Perto do ponto critico de um sistema bifásico as duas fases em equihbrio têm composições 

muito semelhantes, pelo que o coeficiente de partição de biomoléculas é aproximadamente igual a 

1. Pelo contrário, aumentando a concentração dos polímeros, ou seja, afastando-os do ponto 

critico, aumenta-se a diferença entre as duas fuses de modo que as biomoléculas distnbuem-se de 

fonna desigual entre as duas fases, podendo acumular-se preferencialmente nas fases de cima ou 

de baixo (ALBERTSSON, 1986). 

Os resultados da influência da "tie-line" no coeficiente de partição encontrados na 

literatura para sistemas polímero-polímero parecem seguir o mesmo perfil. Estudos realizados com 

a cutinase em sistema PEG-Hidroxipropilamido bruto e PEG-Reppal PESIOO demostraram um 

leve decréscimo do coeficiente de partição com o aumento da "tie-line". Este aumento da partição 

se deve ao aumento da concentração de PEG que causa a exclusão molecular da proteína da fuse 

superior, conforme discutido anteriormente (ALMEIDA et ai., 1998). O estudo da partição da a

lactoalbumina e ~-lactoglobulina em sistemas PEG-Hidroxipropilamido demonstrou que o 

aumento da "tie-line" provocou uma maior afinidade das proteínas para fase inferior diminuindo o 

coeficiente de partição (ORTIN et ai., 1991). STURESSON e colaboradores (1990) estudaram o 

efeito da concentração do polímero na partição da glicose 6-P-desidrogenase e 

lactatodesidrogenase em sistemas PEG-Aquaphase PPT. Assim corno 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 sistemas PEG-Arabinogalactana (CHRISTIAN et ai., 1998) 
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e com mioglobina em sistemas Poli(NV A)(polivinil acetamida)-Dextrana (KISHIDA et ai., 1998) 

também demonstraram a redução do coeficiente de partição com o aumento da "tie-line". 

Vale salientar entretanto, que um comportamento contrário a este descrito acima pode 

ocorrer devido a influência de outros fatores envolvidos. Por exemplo, além do efeito da exclusão 

do PEG, deve ser considerado também a afinidade da proteína pela fàse hidrofóbica e este efeito 

pode ser mais pronunciado, levando a um comportamento inesperado na partição (ALMEIDA et 

al., 1998). 

Analisando os sistemas polímero-sais observa-se um comportamento contrário frente aos 

sistemas polímero-polímero. Estudos de partição do citocromo b5 em sistemas PEG-Sais de 

fosfato demostraram um aumento da partição com o aumento do comprimento da "tie-line" 

(SARMENTO et al., 1994). VIDEIRA & AIRES-BARROS (1994) estudando a partição de ácido 

clavulânico e RITO-PALOMARES & HERNANDEZ (1998) as proteinas do soro de queijo em 

sistemas PEG-Sais de fosfato também observaram o aumento do coeficiente de partição 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 crítico o volume 

livre da mistura PEG-Sais de fosfato é aproximadamente igual à soma dos volumes livres das 

soluções individuais daqueles componentes. Acima do ponto crítico, 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 ao aumento da concentração 

dos componentes do sistema. Comparando estes resultados com os obtidos para as soluções 

individuais de Polietileno glicol e de fosfatos pode concluir-se que o aumento do comprimento da 

"tie-line" promove um aumento da concentração de fosfatos na fase rica em sal, enquanto que na 

fase rica em Polietileno glicol esta permanece relativamente constante e igual ao seu límite de 

solubilidade em soluções daquele polímero. Na prática, 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 

partição até que os limites de solubilidade das proteinas na fàse rica em sal, motivada pelo 

aumento da concentração de fosfatos, dá origem à transferência daquelas para a fase rica em 
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polímero. O coeficiente de partição de proteínas é então um parâmetro que depende das suas 

solubilidades relativas em cada uma das fases. 

5.3.3. Influência do pH na partição 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 tendência ao aumento do coeficiente de partição para a albumina de soro 

bovino para todos os sistemas estudados (FIGURAS 28, 29 e 30). 

VENÂNCIO e colaboradores (1995) realizaram estudos de partição de albumina de soro 

bovino em sistemas PEG-Goma de Guar, em condições semelhantes às descritas neste trabalho, 

para dois PEG's (4000 e 8000) nos pH's 6,0 6,8 e 8,0. Os resultados demonstraram um leve 

amnento no coeficiente de partição com o amnento do pH em todos os sistemas testados. 

CHRISTIAN e colaboradores (1998) observaram um aumento do coeficiente de partição 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 partição da BSA e da imunoglobulina 

com o aumento do pH (6,0, 7,0 e 8,0) para sistemas 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 partição da cutínase (pl=7,8) demonstrou pouca alteração 

com a variação do pH, embora um leve aumento deste parâmetro foi detectado com o aumento do 

pH de 4,0 para 8,0 porém, em pH 9,0, o coeficiente de partição foi menor do que em pH 8,0. Isto 

pode ser explicado com base nas propriedades hidrofóbicas do PEG, que pode se ligar aos 

resíduos hidrofóbicos da proteína. FORCINITI e colaboradores (1992) reportaram que as 

interações hidrofóbicas são maiores no pH perto do ponto isoelétrico da proteína. 

5.3.4. Influência da adição de NaCI na partição da albumina de soro bovino 

A escolha do sal é muito importante para os experimentos de partição. Se as proteínas a 

serem particionadas exibem carga positiva ou negativa (pH diferente do seu pl), a pequena mas 
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significante adição de sais ou eletrólitos ao sistema afetará a partição da mesma. A explicação 

comumente utilizada é que os cátions e ânions do sal possuem diferentes afinidades pelas fases, 

resultando numa distribuição desigual (de acordo com o requerimento da eletroneutralidade nas 

fases) do sal e criando uma diferença de potencial eletrostático sobre a interface (ALBERTSSON, 

I986). Diferentes sais promovem diferentes diferenças de potencial, tornando possível direcionar a 

partícula carregada para uma das fases pela escolha do par de íons adequado. 

Para se obter uma maior e melhor caracterização do sistema bifãsico PEG-Policaju, 

estudou-se o efeito da adição de O, IM e IM de NaCl na partição da albumina de soro bovino. 

Os resultados obtidos para o sistema PEG 8000-Policaju (FIGURAS 37, 38 e 39) 

demonstraram de forma geral uma redução do coeficiente de partição com o aumento da 

concentração de NaCl em todos os pH's testados. Para os sistemas PEG I500-Policaju 

(FIGURAS 3I, 32 e 33) e PEG 4000-Policaju (FIGURAS 34, 35 e 36) a redução do coeficiente 

de partição não foi necessariamente proporcional a concentração de NaCI. Em alguns casos, o 

coeficiente de partição diminuiu apenas para uma dada concentração do sal. 

Para o sistema PEG 4000-Policaju no pH 6,0, a adição de O,IM de NaCl provocou a 

redução do coeficiente de partição, embora a concentração de IM tenha aumentado o mesmo. Um 

comportamento semelhante foi observado para o sistema PEG I500-Policaju a pH's 6,0 e 7,0. 

Para o pH 7,0 em sistemas PEG 4000-Policaju, a adição do sal nas duas concentrações testadas 

provocou de modo geral, a redução do coeficiente de partição da BSA, enquanto que para o pH 

8,0 em sistemas PEG 4000-Policaju e PEG I500-Policaju, a adição de O, IM de NaCl provocou o 

aumento do coeficiente de partição, embora a concentração de I M tenha reduzido o mesmo. 

Recentemente, GÜNDÜZ (I999) estudou a partição de BSA em sistemas PEG-Dextrana a 

diferentes pH's e concentrações de NaC!. Neste trabalho observou-se que o coeficiente de partição 

da proteína diminuiu até concentrações de 0,2M e aumentou a concentrações 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 partição da albumina 

tomou-se mínimo a partir da concentração de O, IM do sal. 

Estudos realizados por VENÂNCIO e colaboradores (I993) com sistemas PEG

Hidroxipropilamido demonstraram que a adição de NaCI a O, IM reduziu o coeficiente de partição 

de proteínas carregadas negativamente. Assim como em outros sistemas (ALBERTSSON, I986), 

espera-se que os sais não se distribuam de modo uniforme entre as fases e que uma pequena 
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predominância do ânion cloreto na fase superior possa ocorrer. A fase superior torna-se então 

negativamente carregada e repele as proteínas carregadas negativamente para a fase inferior. O 

mesmo comportamento foi observado para a partição de BSA em sistemas E030/P070-Dextrana 

TSOO para a adição de NaCl nas concentrações de 0, 0 1M e 0, 1M (JOHANSSON et ai., 1996). Os 

resultados obtidos para o sistema PEG-Policaju podem ser comparados aos descritos acima para 

baixas concentrações de sal (0,1M), uma vez que na maioria dos casos, a albumina de soro 

bovino, cujo pl está em torno de 5,1 e encontra-se negativamente carregada na fuixa de pH 

testada, apresentou uma redução no coeficiente de partição. 

A partição da BSA em sistemas PEG-Arabinogalactana (CHRlSTIAN et ai., 1998) e em 

sistemas PEG-Aquaphase PPT e PEG-Dextrana TSOO (STURESSON et ai., 1990) e de catalase e 

f3-galactosidase em sistemas PEG-Aquaphase PPT (TJERNELD et ai., 1986) diminuiu após a 

adição de O, IM de NaCl para sistemas a pH 7,0. Por outro lado, em sistemas PEG-Dextrana TSOO 

a pH 7,8, o aumento da concentração de NaCl até concentrações de 0,2 M, no qual a enzima 

encontra-se negativamente carregada, diminuiu o coeficiente de partição da fosforilase, enquanto 

que para concentrações além destas o coeficiente de partição aumentou (HUSTEDT et ai., 1978). 

ALMEIDA e colaboradores (1998) estudaram a partição de cutínase em sistemas PEG-Reppal 

PES após adição de O, IM e IM de NaCl a pH's nos quais a enzima encontrava-se positivamente 

carregada. A variação do coeficiente de partição não fui necessariamente proporcional a 

concentração de NaCL 

O efeito de sais na partição de moléculas é dependente da carga do material a particionar, 

conforme discutido acima. Sendo a carga destes materiais extremamente dependente do pH é 

possível prever que o efeito da presença de sais seja maior quanto maior for a distância 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 não foi observado nas condições estudadas. Resultados 

obtidos por VENÂNCIO e colaboradores (1995) em sistemas PEG-Goma de Guar para a partição 

de BSA na presença de 0, 1M de KC1 demonstraram que o aumento do pH de 6,8 para 8,0 tomou 

o efeito do sal maís pronunciado, levando a redução do coeficiente de partição da proteina. Por 

outro lado, quando as proteínas são particionadas no seu pl, elas não possuem carga líquida e 

consequentemente, a repulsão/atração eletrostática tenderá a um mínimo e as interações 

hidrofóbicas na superficie da proteina serão maís pronunciadas. 
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Observou-se também, visualmente, que a dição de cloreto de sódio reduziu 

consideravelmente a viscosidade da fase inferior do sistema PEG-Policaju. 

A redução da viscosidade foi detalhadamente estudada através do efeito da concentração 

crescente de NaCI sobre soluções de polissacarídeo de palma gigante e pectina (REYES, 1978). 
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FIGURA 31- Influência da adição de NaCI no coeficiente de partição da albumina de soro bovino 

em sistema PEG1500-Policaju no pH 6,0 a 25 oc ± 2 oc 
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FIGURA 32- Influência da adição de NaCI no coeficiente de partição da albumina de soro bovino 

em sistema PEG1500-Policaju no pH 7,0 a 25 oc ± 2 oc 
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FIGURA 33- Influência da adição de NaCI no coeficiente de partição da albumina de soro bovino 

em sistema PEG1500-Policaju no pH 8,0 a 25 oc ± 2 oc 
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FIGURA 34- Influência da adição de NaCI no coeficiente de partição da albumina de soro bovino 

em sistema PEG4000-Policaju no pH 6,0 a 25 oc ± 2 oc 
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FIGURA 35- Influência da adição de NaCl no coeficiente de partição da albumina de soro bovino 

em sistema PEG4000-Policaju no pH 7,0 a 25 oc ± 2 oc 
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• Goma20o/oPEGII% 

Sem Sal NaCIO,IM NaCIIM 

FIGURA 36- Influência da adição de NaCl no coeficiente de partição da albumina de soro bovino 

em sistema PEG4000-Policaju no pH 8,0 a 25 oc ± 2 oc 
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Resultados e Discussão 

FIGURA 37- Influência da adição de NaCI no coeficiente de partição da albumina de soro bovino 

em sistema PEG8000-Policaju no pH 6,0 a 25 oc ± 2 oc 

• Goma16o/oPEG9% 

• Gomal8%PEG11% 

Sem Sal NaCIO,IM NaCIIM 

FIGURA 38- Influência da adição de NaCI no coeficiente de partição da albumina de soro bovino 

em sistema PEG8000-Policaju no pH 7,0 a 25 oc ± 2 oc 
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FIGURA 39- Influência da adição de Nael no coeficiente de partição da albumina de soro bovino 

em sistema PEG8000-Policaju no pH 8,0 a Z5 oe ± Z oe 

5.3.5. Influência da temperatura na partição da albumina de soro bovino 

O efeito da temperatura sobre o coeficiente de partição é bastante complexo devido a sua 

influência na composição das :fàses em equilíbrio, assim como sobre a estrutura da proteína. 

Alguns trabalhos relatam um aumento do coeficiente de partição com a temperatura 

(JOHANSSON et ai., 1983; TJERNELD et ai., 1985); enquanto outros descrevem que não há 

relação entre o coeficiente de partição e a temperatura (JOHANSSON et ai., 1973; TJERNELD 

et ai., 1985), demonstrando a necessidade de estudos mais aprofundados para se esclarecer o 

efeito deste parâmetro sobre a partição. 

Os resultados obtidos para a influência da temperatura no coeficiente de partição da BSA 

em sistemas PEG-Policaju demonstraram, de modo geral, uma diminuição do coeficiente de 

partição com o aumento da temperatura de Z5oe ±zoe para 40oe ±zoe para todos os PEG's 

testados (FIGURAS 40, 41 e 42). Pode-se observar também, de modo geral, que quanto maior o 

comprimento da "tie-line", mais pronunciado é o efeito da temperatura sobre o coeficiente de 

partição. Vários estudos consideram a influência da alteração da temperatura na composição das 

fases, levando a alteração do comprimento da "tie-line". Para os sistemas PEG-Policaju, este efeito 

pode ser desconsiderado uma vez que a alteração da temperatura de Z5°e ± zoe para 40°e ± zoe 
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não provocou alterações significativas no diagrama de fases (FIGURAS 25, 26 e 27 e TABELAS 

13, 14 e 15 e 19, 20 e 21). 

Estudos realizados por FORCINITI e colaboradores (1991) com sistemas PEG-Dextrana 

para diferentes proteínas demonstraram, embora com algumas exceções, uma tendência para o 

aumento do coeficiente de partição 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 partição para a lisozima e 

quimiotripsinogênio aumentaram cerca de 40% com a temperatura, enquanto que os coeficientes 

de partição da albumina de soro bovino e da catalase foram apenas ligeiramente afetados. O efeito 

da temperatura foi mais pronunciado para maiores comprimentos da "tie-line" para a lisozima e 

quimiotripsinogênio e para menores comprimentos da "tie-line" para a catalase. 

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

proteina particionada e do comprimento da "tie-line" . 
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FIGURA 40- Influência da temperatura no coeficiente de partição da albunJina de soro bovino em 

sistema PEGI500-Policaju no pH 7,0 
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FIGURA 41- Influência da temperatura no coeficiente de partição da albumina de soro bovino em 

sistema PEG4000-Policaju no pH 7,0 
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FIGURA 42- Influência da temperatura no coeficiente de partição da albumina de soro bovino em 

sistema PEG8000-Policaju no pH 7,0 
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5.4. EXTRAÇÃO CONTÍNUA UTILIZANDO COLUNA DE DISCOS PERFURADOS 

ROTATIVOS (PRDC) 

A seleção de sistemas de extração líquido-líquido para aplicações em larga escala implica o 

recurso a regras convencionais bem definidas em processos de engenharia química: diferenças de 

densidade entre as fases superiores a 5% são desejáveis, a viscosidade de ambas as fases deve ser 

inferior a 1 O mPas e a tensão superficial deve situar-se entre 1 a 50 mPam. Estas condições são 

desejadas para a formação de uma dispersão de fases adequada (CUSACK et al., 1991). Os SBA 

possuem propriedades fisicas que os tornam diferentes dos sistemas convencionais orgânico

aquoso empregues em engenharia química Nos sistemas aquosos, a fase pesada exibe valores de 

viscosidade superiores a 1 O mPas e a tensão interfacial é sempre inferior a 1 mPam. A diferença de 

densidade entre as fases constitui o único parâmetro que se encontra dentro dos limites refuridos 

anteriormente. 

Apesar das dificuldades, os sistemas bifiísicos têm sido aplicados com sucesso a processos 

de extração líquido-líquido em larga escala De modo geral, as colunas de extração, pela sua 

simplicidade de construção e operação, constituem uma alternativa atrativa quando se deseja 

misturar, equilibrar e separar duas fases líquidas imiscíveis. A grande vantagem no recurso a 

colunas é a eliminação do emprego de dispendiosas centrifugas, uma vez que a separação de fases 

é promovida pela gravidade. 

Poucos sistemas bi:fãsicos aquosos têm sido testados em colunas de extração líquido

líquido. Os trabalhos encontrados na literatura referem-se a sistemas PEG-Dextrana (SA W ANT 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 à 

aplicação de sistemas bifiísicos aquosos formados por dois polímeros e a utilização destes em 

extração continua, torna-se necessário desenvolver novos e menos dispendiosos sistemas para 

processamento em grande escala. 

A utilização de SBA em colunas tipo Spray (JAF ARABAD et al., 1992a e b) e no extrator 

Graesser (COIMBRA et al., 1994) tem sido mencionada. 
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São muito poucos os SBA testados em colunas de discos perfurados rotativos (PRDC). Os 

resultados se referem apenas a extração de cutinase em sistemas micelares (CARNEIRO-da

CUNHA et ai., 1994) e sistemas bifásicos aquosos PEG-Sais (PORTO et ai., 1997; 1999) o que 

motivou as investigações no sentido de caracterizar hidrodinamicamente este novo sistema neste 

tipo de coluna. 

A necessidade em se desenvolver sistemas mais econômicos e aplicáveis em processos de 

larga escala torna também a PRDC como um candidato atrativo quando se deseja estudar a 

transferência de massa já que é de fácil construção e não necessita manutenções dispendiosas. 

Assim, após a caracterização do sistema bifásico em batelada, procedeu-se com os 

experimentos em contínuo em colunas de discos perfurados rotativos. O sistema selecionado foi o 

PEG4000-Policaju, pelas propriedades fisicas e análise econômica favoráveis, funcionando a fase 

rica em Policaju como fase contínua e fase rica em PEG como a fase dispersa. 

Inicialmente, caracterizou-se hidrodinamicamente a coluna através do estudo do efeito da 

velocidade de rotação, da velocidade da fase dispersa e do número de discos na fração retida da 

fase dispersa ("hold up"). Em seguida, a transferência da albumína de soro bovíno da fase dispersa 

para a fase contínua foi estudada, analisando-se os mesmos parâmetros, ou seja, efeito da 

velocidade de rotação, da velocidade da fase dispersa e do número de discos no coeficiente de 

transferência de massa e no índice de recuperação. Estes parâmetros constituem fatores 

determinantes para a transferência da proteína e desempenho do equipamento para possível 

utilização em larga escala. 

5.4.1. CARACTERIZAÇÃO HIDRODINÂMICA DO EQUIPAMENTO 

Um parâmetro muito importante para a caraterização hidrodinâmica de um equipamento 

de extração consiste na fração retida de uma das fases, que está disponível para a transferência de 

massa dentro do equipamento, ou seja, o "hold up". Neste trabalho, o "hold up" se refere a fração 

retida da fase rica em PEG. Signífica portanto o percentual da fase rica em Policaju presente no 

equipamento capaz de extrair a albumína de soro bovíno da fase rica em PEG. Tal medida consiste 

em uma informação valiosa para a estimativa da qualidade da transferência de massa de uma 
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unidade de extração sob condições pré-definidas (COIMBRA, 1995), já que o desempenho de 

uma unidade de extração em processo contínuo é altamente dependente da quantidade de solvente 

que está presente no equipamento para remover o soluto da alimentação. 

O "hold up" é um parâmetro que depende do equipamento selecionado, das condições 

operacionais empregadas e das propriedades fisicas das fases. 

O "hold up" está diretamente relacionado com a quantidade de gotas existentes no interior 

da coluna, para uma dada condição operacional. A formação de gotas não é um processo simples 

e está diretamente ligada às condições de agitação, isto é, a velocidade de rotação imposta às fases 

no interior do equipamento (SOUZA, 1997). 

5.4.1.1. Efeito da velocidade de rotação na fração retida da fase dispersa (hold up) 

Nos úhimos anos, novos tipos de equipamentos de extração têm sido desenvolvidos para 

se obter uma melhor flexibilidade operacional, entre as quais se destacam as colunas com elemento 

rotatório, já que nestes tipos de colunas de extração, o contato entre as duas fases depende 

primeiramente da velocidade de rotação. O ajuste desta variável independente pode atingir as 

condições mais favoráveis num processo de extração. 

A influência da velocidade de rotação na fração retida da fase dispersa foi avaliada em 

PRDC através da operação em contínuo utilizando os seguintes valores de velocidade de rotação: 

60, 140 e 220 rpm. 

Os resultados obtidos (FIGURAS 43 e 44) mostram que há um aumento do "hold up" com 

o aumento da velocidade de rotação para a "tie-line" 1 (9%PEG4000-18%Policaju). 

Estudos íniciais com o contador de discos rotativos (RDC) com sistemas ácido acético

água-metil isobutil cetona também demonstraram o aumento do "hold up" com o aumento da 

velocidade de rotação (VERMIJS & KRAMERS, 1954). 

Os resultados obtidos por PORTO (1998) para extração de citocromo b5 com uma PRDC 

de mesmas dimensões com sistemas PEG-Sais de fosfato operando a velocidades de 35, 140 e 220 

rpm demonstraram que para valores até 140 rpm houve um aumento na fração retida da fase 
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dispersa, contudo para valores acima desta velocidade ocorreu urna discreta diminuição no "hold 

up". 
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FIGURA 43- Efeito da velocidade de rotação e da velocidade da fase dispersa sobre a fração 

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 rotação e da velocidade da fase dispersa sobre a fração 

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 palhetas rotativas utilizando o sistema ácido acético-água-butanol, 

observou-se um aumento na fração retida da fàse dispersa com o aumento da velocidade de 

rotação de 1 rps a 4 rps (SOUZA, 1997). 

Em processos de extração utilizando sistemas de duas fases aquosas PEG-Sais de fosfatos 

com extrator Graesser para a separação de proteínas do soro de queijo observou-se uma 

independência da fração retida da fàse dispersa em relação a velocidade de rotação (COIMBRA et 

ai., 1994). 

Estudos realizados por CARNEIRO-da-CUNHA e colaboradores (1994) para extração de 

cutinase utilizando PRDC com sistemas micelares verificaram que elevados valores de velocidade 

de rotação (360 rpm) provocaram a formação de uma emulsão estável, não sendo possível obter a 

separação de fàses. 

Para a "tie-Iine" 2 (11 %PEG4000-20%Policaju) não foi possível determinar a influência 

deste parâmetro sobre o "hold up" pois para as velocidades de 60 e 140 rpm ocorreu inundação 

do equipamento. Segundo REMAN (1951) as condíções de inundação dependem das 

caracteristicas fisicas do sistema. Provavelmente, a viscosidade da fàse Policaju para a "tie-Iine" 2 

dificultou a mistura das fases assim como o baixo grau de agitação dos discos perfurados não 

possibilitou uma mistura adequada a fim de permitir a ascensão da fàse dispersa através da fàse 

continua até o topo da coluna. 

5.4.1.2. Efeito da velocidade da fase dispersa na fração retida da fase dispersa (hold up) 

para diferentes composições do sistema bifásico 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 fàse continua constante a 1 mL/min. A fração 

retida da fase dispersa aumentou com o aumento da velocidade da fase dispersa e diminuiu com o 

aumento da composição do sistema (FIGURA 45). 

KUMAR & HARTLAND (1982) relataram que o tamanho da gota díminui com o 

aumento da velocidade da fase dispersa, embora este aumento provoque o aumento do número de 

gotas, resultando num aumento dos valores da fração retida da fase dispersa. Efeitos similares 
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foram observados para a extração de albumina de soro bovino em colunas Spray (SAWANT et 

ai., 1990; PA W AR et ai., 1997; VENÂNCIO & TEIXEIRA, 1995) e em PRDC (PORTO et ai., 

1999). 

O aumento do comprimento da "tie-line" de 9%PEG4000-18%Policaju para 

11 %PEG4000-20%Policaju levou a redução da fração retida da fase dispersa, embora tenha se 

observado um aumento na viscosidade da fase contínua (item 5.2.2). Resultados similares foram 

obtidos para a extração de albumina de soro bovino em colunas Spray com sistemas polímero

polímero como o sistema PEG-Dextrana (SAWANT et ai., 1990) e PEG-Reppal PES 

(VENÂNCIO & TEIXEIRA, 1995), para extração de enzimas com sistemas PEG-Sais (PAWAR 

et ai., 1997) e para a extração de citocromo b5 e albumina de soro bovino com sistemas PEG-Sais 

de fosfato em colunas PRDC semelhantes a estudada neste trabalho (PORTO et ai., 1997; 

PORTO et ai., 1999). 
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FIGURA 45- Efeito da velocidade da fase dispersa e do número de discos sobre a fração retida da 

fase dispersa em PRDC para velocidade de rotação 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 concentração do 

sistema, ocorre um aumento da tensão ínterfacial e como resultado, o diâmetro da gota aumenta, 
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assim como aumenta a diferença de densidade e viscosidade. O efeito combinado destas 

propriedades é que o tamanho médio das gotas e a velocidade da gota aumentem e a fração retida 

da fàse dispersa diminua. Com o aumento da velocidade com que a gota sobe o tempo de 

residência da gota do PEG diminui, reduzindo a fração retida da fàse dispersa (RAGHA V-RAO et 

ai., 1991). 

Os valores da fração 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 ai., 

1999) e em uma coluna Spray modificada para a obtenção de valores mais elevados de "hold up" 

(PAWAR et ai., 1997) e muito superiores aos descritos para colunas Spray utilizando SBA 

polímero-polimero (SAWANTet ai., 1990; VENÂNCIO & TEIXEIRA, 1995). 

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

diferentes composições do sistema bifásico PEG-Policaju 

A influência do número de discos sobre a fração retida da fàse dispersa foi investigada para 

03 e 04 discos perfurados rotativos. Não houve uma variação significativa da fração retida da fàse 

dispersa com o número 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). 

Não foi possível determinar a fração retida da fàse dispersa para 07 discos rotativos devido 

a inundação da coluna, provavelmente devido ao elevado número de discos que representou um 

obstáculo à ascensão da fàse dispersa. 

5.4.2. TRANSFERÊNCIA DE MASSA 

O estudo da transferência de massa no interior de colunas de extração líquido-líquido é de 

fundamental importância para o conhecimento dos sens limites de operação. Em PRDC este 

estudo foi realizado para os mesmos parâmetros avaliados para a fração retida da fàse dispersa, ou 
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seja, valores de velocidade de rotação, velocidade da fase dispersa, composição do sistema e 

número de discos. A influência de cada parâmetro sobre a transferência da proteína e sobre a 

eficiência de extração, expressa como índice de recuperação de KA WASE (1990), foi avaliada 

índividualmente, mantendo-se constante as demais variáveis. 

5.4.2.1. Efeito da velocidade de rotação no coeficiente de transferência de massa (Kda) 

Quando duas fases imiscíveis estão em contato na extração em contra-corrente, o tamanho 

e a quantidade de gotas que surgem na zona de contato são governadas príncipalmente pela 

velocidade do rotor. Uma baixa velocidade resulta em grandes gotas, proporcionando pequenas 

áreas ínterfaciais e baixas transferência de massa. Uma alta velocidade de rotação permite a 

formação de pequenas gotas esféricas , levando altas taxas de transferência de massa devido ao 

aumento da área interfacial (STRAND et ai., 1962). 

Na FIGURA 46 pode-se observar o aumento do coeficiente de transferência de massa com 

o aumento da velocidade de rotação, sendo este aumento mais evidenciado entre 140 e 220 rpm. 

O aumento da velocidade de rotação melhora a mistura entre as fases e aumenta a área interfacial 

por diminuír o tamanho médio das gotas, promovendo com isso o aumento na taxa de 

transferência de massa, que é diretamente proporcional a área interfacial. 

Os resultados obtidos por PORTO e colaboradores (1997) para extração de citocromo b5 

em PRDC de mesmas dimensões com sistemas PEG-Sais de fosfato demonstraram que o 

coeficiente de transferência de massa foi independente da velocidade de rotação. 
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FIGURA 46- Efeito da velocidade de rotação no coeficiente de transferência 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 transferência de massa (Kda) 

O efeito da velocidade da fase dispersa no coeficiente de transferência de massa está 

ilustrado na FIGURA 47. Os resultados obtidos demonstraram um aumento do coeficiente de 

transferência de massa com a velocidade da fase dispersa. 

Resultados obtidos em coluna Spray por vários autores (JAFARABAD et ai., 1992 a e b; 

RAGHAV-RAO et ai., 1991; PAWARet ai., 1997; VENÂNCIO & TEIXEIRA, 1995) com SBA 

também demonstraram um aumento do coeficiente de transferência de massa com o aumento da 

velocidade da fase dispersa, já que o tamanho das gotas a altas velocidades é menor e produz altas 

áreas de transferência de massa. Pelo contrário, os resultados obtidos em coluna PRDC com 

sistemas PEG-Sais de fosfàto demonstraram uma independência do coeficiente de transferência de 

massa com a velocidade da fase dispersa (PORTO et ai., 1999). 

Estudos realizados por SA W ANT e colaboradores (1990) para a extração de albumina de 

soro bovino com sistemas PEG-Dextrana em coluna Spray demonstraram um aumento do 

coeficiente de transferência de massa com o aumento da velocidade da fase dispersa. A construção 

do gráfico da taxa de transferência de massa por unidade de "ho ld 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 independência do verdadeiro coeficiente de transferência de massa com este 

parâmetro. 
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FIGURA 47- Efeito da velocidade da fase dispersa no coeficiente de transferência de massa de 

albumina de soro bovino em PRDC com sistema 9%PEG4000-18%Policaju, pH6,0 

5.4.2.3. Efeito da composição do sistema no coeficiente de transferência de massa (Kda) 

O efeito da composição do sistema no coeficiente de transferência de massa foi avaliado 

para dois comprimentos de "tie-line" para o sistema PEG4000-Policaju, pH 6,0. Os resultados 

obtidos demonstraram um coeficiente de transferência de massa de 0;267 min'1 para a "tie-line" 1 

(9%PEG4000-18%Policaju) e de 0,239 min'1 para a "tie-line" 2 (11%PEG4000-20%Policaju), ou 

seja, o coeficiente de transferência de massa diminuiu com o aumento do comprimento da "tie

line". Resultados similares foram obtidos para a extração de albumina de soro bovino com o 

sistema PEG-Reppal PES (VENÂNCIO et ai., 1995) em coluna Spray e PEG-Sais em coluna 

PRDC (PORTO et ai., 1999) e Spray ( JAFARABAD et ai., 1992 a). 

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

aumento da concentração do polímero e o efeito total do aumento da viscosidade das fases resulta 
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na redução da difusibilidade da proteína e no aumento da espessura da camada limite entre as fases 

comprometendo a transferência de massa. Como consequência, o coeficiente de transferência de 

massa é menor para "tie-Iines" maiores. 

Estudos realizados por RAGHA V-RAO e colaboradores (1991) para a extração de 

albumína de soro bovino em sistema PEG-Maltodextrína com coluna Spray demonstraram que 

sistemas que apresentavam maiores valores de viscosidade apresentavam menores valores de 

coeficiente de transferência de massa. 

Os valores obtidos para o coeficiente de transferência 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 ai., 1992a e b; PAWAR et ai., 1997; SAWANT et ai., 1990; 

VENÂNCIO & TEIXEIRA, 1995). 

5.4.2.4. Efeito da velocidade de rotação no Índice de Recuperação 

Analisando-se a FIGURA 48, observa-se que o mdice de recuperação da albumína de soro 

bovino foi praticamente o 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 eficiência de extração em PRDC na purificação 

de ácido lático. O sistema utilizado foi ácido lático-água-álcool isoamílico. A autora observou um 

aumento do mdice de recuperação do soluto com a velocidade de rotação. 

Para o extrator de palhetas rotativas utilizando o sistema ácido acético-água-butanol 

estudado por RABELO (1995), o aumento da velocidade de rotação das palhetas também 

provocou o aumento do mdice de recuperação de KAWASE (1990). 
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FIGURA 48- Efeito da velocidade de rotação no índice de recuperação de albumina de soro 

bovíno em PRDC com sistema 9%PEG4000-18%Policaju, pH6,0 

5.4.2.5. Efeito da velocidade da fase dispersa no Índice de Recuperação 

A FIGURA 49 mostra o efeito da velocidade da fàse dispersa no índice de recuperação da 

albumina de soro bovíno. Pode-se observar que o índice de recuperação foi bastante elevado para 

as condições testadas e não mostrou tendência regular com o aumento da velocidade da fàse 

dispersa 
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FIGURA 49- Efeito da velocidade da fase dispersa no índice de recuperação de albumina de soro 

bovino em PRDC com sistema 9o/oPEG4000-18"/oPolicaju, pH6,0 

5.4.2.6. Efeito da composição do sistema no Índice de Recuperação 

O efeito da composição do sistema no índice de recuperação 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 índices de recuperação 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 número de discos no coeficiente de transferência de massa (Kda) e no 

Índice de Recuperação 

O coeficiente de transferência de massa e o índice de recuperação da albumina de soro 

bovino em PRDC foi maior para 03 discos perfurados rotativos (0,267 mín-1 e 96,7%) do que para 

04 discos (0,235 mín'1 e 94,5%). Seria de se esperar que um maior grau de agitação permitisse 

maiores taxas de dispersão das fases e maior área ínterfucial para a transferência de massa. 
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TAMBOURGI & PEREIRA (1993) estudando PRDC com sistema ácido acético-água

butanol obtiveram uma maior eficiência de separação para 07 discos do que para 05 discos. 

Provavelmente, o aumento do número de discos tenha constituído um obstáculo, ou seja, 

um aumento na resistência imposta ao escoamento, retardando a ascensão da fase dispersa até o 

topo da coluna, prejudicando a transferência de massa e consequentemente a recuperação da 

proteina. 

5.4.3. PERFIL DO COMPORTAMENTO DA TRANSFERÊNCIA DE MASSA EM 

EXTRAÇÃO CONTÍNUA UTILIZANDO COLUNA DE DISCOS PERFURADOS 

ROTATIVOS 

Nesta seção estão resumidas todas as condições operacionais e geométricas estudadas para 

a transferência de massa com o sistema selecionado PEG4000-Policaju, pH 6,0. Para facilitar a 

compreensão dos resultados, cada operação de transferência de proteína para as diferentes 

variáveis geométricas e operacionais foi designada como "corrida". Ao total, foram realizadas 7 

corridas para otimização dos resultados. 

As FIGURAS 50-56 apresentam o perfil da extração contínua da albumína de soro bovíno 

em PRDC. Pode-se verificar um aumento da quantidade de proteína transferida a partir dos 

primeiros 10 minutos da fase rica em PEG (rafinado) para a fase rica em Policaju (extrato) até o 

final da extração, após 55 minutos de operação e consequente diminuição na fàse rica em PEG 

para todas as corridas realizadas. Embora para todas as corridas os resultados para o índice de 

recuperação da albumína tenham sido superiores a 90%, a maior transferência foi obtida para a 

corrida 5 (FIGURA 54), ou seja, para o sistema 9"/oPEG4000-18%Policaju em PRDC com 03 

discos rotativos a velocidade de 220 rpm e velocidade da fase dispersa de 2 mL/min, onde se 

obteve 98,2 % de recuperação da albumina 
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FIGURA 50- Transferência 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 rotação de 220 rpm e velocidade da fase dispersa de 5 mL/min (corrida 1) 
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FIGURA 51- Transferência 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 rotação de 220 rpm e velocidade da fase dispersa de 5 mL/min (corrida 2) 
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FIGURA 52- Transferência 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 rotação de 60 rpm e velocidade da fase dispersa de 5 mL/min (corrida 3) 
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FIGURA 53- Transferência de albumina da fase rica em PEG (ra:finado) para a fase rica em 

Policaju (extrato) - sistema 9%PEG4000-18%Policaju em PRDC com 03 discos rotativos a 

velocidade de rotação de 140 rpm e velocidade da fase dispersa de 5 mL/min (corrida 4) 
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FIGURA 54- Transferência de albumina da fàse 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 rotação de 220 rpm e velocidade da fàse dispersa de 2 mL/min (corrida 5) 
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FIGURA 55- Transferência de albumina da fàse rica em PEG (rafinado) para a fàse rica em 

Policaju (extrato) - sistema 9%PEG4000-18%Policaju em PRDC com 03 discos rotativos a 

velocidade de rotação de 220 rpm e velocidade da fàse dispersa de 3 mL/min (corrida 6) 
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FIGURA 56- Transferência 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 rotação de 220 rpm e velocidade da fase dispersa de 5 mL/min (corrida 7) 

5.5. ANÁLISE ECONÔMICA DO SISTEMA 

Diversos estudos têm sido realizados com o propósito de se avaliar o impacto econômico 

do recurso às técnicas de partição bifiísica aquosa em processos de grande escala para a 

purificação de moléculas biológicas (DATAR 1986; TJERNELD et ai., 1987). 

O consumo de reagentes químicos pode tornar-se o fator determinante no impacto 

econômico de processos em grande escala, pois enquanto os custos com equipamentos aumentam 

numa potência 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 produção. Por estes fatos, torna-se fundamental 

reduzir substancialmente os custos dos reagentes químicos, quer pelo recurso a novos reagentes, 

quer pela implementação de técnicas de recirculação dos mesmos. 
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A maioria das aplicações em escala industrial das separações bifásicas aquosas usa os 

sistemas PEG-Sais devido ao baixo custo dos reagentes químicos utilizados nestes sistemas. 

Contudo, a elevada concentração de sal em ambas as fases, pode prejudicar estruturas sensíveis, 

além de apresentar um problema ecológico por sua presença nos efluentes. Por outro lado, os 

SBA constituídos por dois polímeros podem superar estes problemas, destacando-se os estudos 

com o sistema PEG-Dextrana, o qual apresenta propriedades fisicas bastante favoráveis, embora o 

alto custo da Dextrana fracionada tenha dificultado sua utilização em larga escala (KRONER et 

ai., 1984). Várias alternativas têm sido investigadas, incluindo a Dextrana bruta (KRONER et ai., 

1982), maltodextriuas (SZLAG & GIULIANO, 1988) e derivados do amido (JOHANSSON & 

JOELSSON, 1985; TJERNELD et ai., 1986). A Dextrana bruta permite uma redução significativa 

nos custos relativos a Dextrana fracionada (KRONER et ai., 1982), mas apresenta uma alta 

viscosidade e consequentemente uma lenta separação das fases. As maltodextriuas podem ser 

obtidas a um baixo custo, embora sens baixos pesos moleculares possam causar problemas de 

viscosidade a altas concentrações (SZLAG & GIULIANO, 1988). Já os derivados do amido 

apresentam excelente capacidade de separação, embora uma redução mais significativa dos custos 

seria interessante para torná-los mais competitivos para aplicações industriais. 

TABELA 25- Preço por quilograma de polímeros empregadas para a formação de SBA 

Polímero Preço ($/Kg) Referência 

Dextrana T500 500,00 Sigma Chemical Co., EUA 

Dextrana bruta 58,00 Sigma Chemical Co., EUA 

Policaju 9,00 EMPRAPA, Brasil 

Hidroxipropilcelulose (K.luce L) 13,00 Aqualon, EUA 

Arabinogalactana 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 análise econômica do novo sistema foi efetuada juntamente com os outros sistemas já 

descritos na literatura a fim de se avaliar a aplicabilidade do Poli caju como alternativa viável para 

separações biotecnológicas. 

A TABELA 25 apresenta o custo de IKg de alguns polimeros empregues em SBA e a 

TABELA 26 apresenta a comparação dos custos de IKg de alguns SBA usados ao longo dos 

anos. Estes custos foram determinados para uma composição média (apresentada na mesma 

TABELA) obtida a partir das composições empregues por diferentes autores para cada caso. Para 

o cálculo dos custos dos reagentes, os mesmos foram obtidos a partir de empresas que 

comercializam tais produtos ou a partir das referências bibliográficas para cada sistema. Para se 

obter uma comparação mais precisa, os cálculos foram realizados para preços fixos de Polietileno 

glicol (PEG), obtidos pela Sigma Chemical Co., EUA. 

Pode-se observar que o custo do Policaju é bastante competitivo, apresentando um preço 

compatível com os demais polimeros avaliados, especialmente com os derivados do amido 

(TABELA 25). O novo sistema caracterizado também apresenta um custo viável frente aos demais 

sistemas estudados na literatura (TABELA 26). 

TABELA 26- Custo associado a um quilograma de diferentes SBA 

Sistema Custo ($/Kg) Referência 

5%PEG8000-7%Dextrana T500 36,63 ALBERTSSON, 1986 

5%PEG8000-7%Dextrana bruta 

9%PEG4000-18% Policaju 

9%PEG8000-16% Policaju 

4% Hidroxipropilcelulose (Kluce L)-10% 

PEG-PPG(propileno glicol)Pluronic P105 

5%PEG8000-16%Arabinogalactana 

4%PEG8000-14%Hidroxipropilamido 

(Reppal PES) 

4%PEG8000-14%Hidroxipropilamido 

(Aquaphase PPT) 

4%PEG8000-22%Maltodextrina 

5,7 

4,2 

4,3 

4,0 

12,0 

4,1 

4,24 

1,52-1,84 
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Assim, demonstrou-se que o polissacarideo do cajueiro (Policaju) tem potencial como uma 

alternativa a Dextrana fracionada e outros polímeros empregues em SBA. Além de ser de fácil 

obtenção e baixo custo, o sistema PEG-Policaju proposto apresentou boa aplicabilidade em 

processos de separação, possibilitando o desenvolvimento de estudos futuros para aplicações em 

larga escala. 

5.6. PERSPECTIVAS PARA OS SISTEMAS BIFÁSICOS AQUOSOS 

Os sistemas bi:tasicos aquosos constituem um ambiente singular altamente suave para 

estruturas protéicas e oferecem uma poderosa tecnologia de separação. O rápido desenvolvimento 

dos estudos demonstram que, num futuro breve, partições com sistemas bi:tasicos aquosos 

poderão ser calculadas para um grande leque de condições. O desenvolvimento de um modelo 

termodinâmico para a partição de proteínas, no entanto, torna-se mais dificil devido aos inúmeros 

parâmetros de equihbrio existentes. Os processos poderão ser otimizados, podendo-se prever o 

comportamento da partição de diferentes estruturas biológicas. Este objetivo não parece estar 

distante, havendo necessidade, porém, do empenho científico dentro desta área. Até que se 

alcance este objetivo, teremos que se basear em regras semi-empíricas e modelos experimentais 

para estes processos de purificação (ANDREWS et al., 1999). 

O desenvolvimento técnico também está bastante avançado, sendo realizado pela utilização 

de equipamentos comercialmente disponíveis e adequados para extração. O maior obstáculo 

parece ser o conhecimento científico no que se refere ao comportamento dos polímeros 

hidrofilicos em solução. Embora existam centenas de trabalhos publicados nos últimos 40 anos, o 

domínio do conhecimento em sistemas bifásicos aquosos parece estar restrito a pequenos grupos 

científicos que se expandem em ritmo lento (ANDREWS et ai., 1999; KULA, 1990). Estudos 

realizados nos últimos anos em todo mundo, porém, indicam que esta situação está mudando, o 

que significa dizer que cada vez mais novos departamentos de bioengenharia e bioquímica irão 

incluir este assunto em seus cursos de graduação e nas práticas laboratoriais. Desta forma, surgirá 

espontaneamente um maior interesse em se considerar e explorar este processo de separação. A 

extração com sistemas bif'asicos aquosos parece ser, na maioria dos casos, a melhor alternativa 
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como tecnologia de separação nos estágios iniciais, especialmente no que se refere a escala de 

operação, economia de tempo, níveis de purificação dos produtos e operação em contínuo. Aínda, 

tem a capacidade de ser facilmente íntegrada a outras tecnologias de separação, caso necessário 

(ANDREWS et ai., 1999; ASENJO, 1990). 

Assim, analisando o assunto sob este ponto de vista, pode-se dizer que a biologia e a 

termodinâmica podem se relacionar e concordar em questões fundamentais, ou seja, há mníto o 

que se aprender e aumentar os conhecimentos já existentes com os sistemas bifãsicos aquosos. 
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6. CONCLUSÕES 

Os resultados experimentais obtidos permitiram as seguintes conclusões: 

• Nos estudos para a determinação dos diagramas de fases do sistema PEG-Policaju observou-se 

um deslocamento da binodal no sentido de menores concentrações de polímeros para a 

formação de :fuses com o aumento do peso molecular do PEG. Por outro lado, não houve um 

deslocamento significativo da binodal com a variação do pH e da temperatura 

• O estudo das propriedades fisicas do sistema PEG-Policaju demonstraram que os tempos de 

separação das fases foram bastante curtos, tornando o novo sistema bastante atrativo para 

aplicações em larga escala. As densidades e viscosidades dos sistemas foram comparáveis às de 

outros sistemas polímero-polímero descritos na literatura 

• Para os estudos de partição em batelada utilizando a albumina de soro bovino não foi possível 

estabelecer urna correlação entre o coeficiente de partição da proteína e o peso molecular do 

PEG, enquanto que o aumento do comprimento da "tie-line", assim como a diminuição do pH, 

provocou a redução no coeficiente de partição. Os resultados obtidos para a adição de NaCl 

demonstraram urna tendência a redução do coeficiente de partição com o aumento da 

concentração do sal, embora em alguns casos o coeficiente de partição tenha diminuído apenas 

para uma dada concentração do sal, dependendo do sistema estudado e do pH. O aumento da 

temperatura demonstrou uma tendência a redução no coeficiente de partição para os sistemas 

testados. 

• Os estudos de extração contínua com coluna de discos perfurados rotativos utilizando o 

sistema PEG4000-Policaju selecionado a partir dos estudos em batelada demonstraram um 

aumento da fração retida da fase dispersa, do coeficiente de transferência de massa e do índice 

de recuperação com o aumento da velocidade de rotação. Os mesmos efeitos foram 

observados para o aumento da velocidade da fase dispersa, com exceção sobre o índice de 

recuperação, o qual não apresentou uma tendência regular com o aumento da velocidade da 
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fase dispersa. O aumento da composição do sistema reduziu o ''hold up" e a transferência de 

massa, embora não tenha demonstrado um efeito significativo sobre o índice de recuperação. 

A variação do número de discos não teve um efeito pronunciado sobre a fração retida da fase 

dispersa, embora o coeficiente de transferência de massa e o índice de recuperação tenham 

sido maiores para 03 discos do que para 04. A análise do perfil de extração contínua da 

albumína de soro bovíno demonstrou que a maior transferência de proteína 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/mín. 

• A análise econômica demonstrou que o Policaju tem grande potencial como um polímero 

alternativo a Dextrana fracionada e que o novo sistema é competitivo com outros sistemas 

polímero-polímero descritos na literatura. 
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7. SUGESTÕES PARA ESTUDOS FUTUROS 

Uma vez que é dificil a obtenção de um trabalho totalmente completo, toma-se importante 

a apresentação de algumas sugestões que possam contribuir para aprofundar a caracterização do 

novo sistema, o conhecimento das variáveis envolvidas na partição de biomoléculas e um melhor 

esclarecimento da hidrodinâmica da coluna de discos perfurados rotativos com sistemas bifásicos 

aquosos, e em especial, com o sistema PEG-Policaju. Assim, como continuação do trabalho 

efetuado, propõe-se: 

• Realizar estudos para modificação estrutural do polímero, como a utilização de ligantes 

específicos; 

• Estudar a adição de diferentes sais para redução da viscosidade da fase Policaju e consequente 

variação do coeficiente de partição; 

• Estudar a partição de outros bioprodutos no sistema caracterizado; 

• Avaliar novas variáveis operacionais e geométricas de modo a expandir o conhecimento do 

extrato r; 

• Estudar o mecanismo de formação de gotas dentro do extrator, já que a transferência de massa 

ocorre entre as gotas da fase dispersa e continua e sabe-se que o comportamento das gotas é de 

fundamental importância na transferência de massa; 

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

uma aplicação mais econômica; 

• Estudar formas de recuperação dos produtos de interesse separados pelo sistema. 
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Abstracl: 
Aqueous two-phase systems have found widespread use in biochemical . 

research for separation and purification o f rnacromo1ecu1es, cells and cell partic1es. In 
recent years the aqueous two-phase systems have also found applications in various 
areas of biotechnology. Th!Yiwo-phase syslems are obtained by combining aqueous 
solutions o f two (water-soluble) polymers, differing in their chemical structure, or by 
addition of an organic sal! (e.g. sulph~íe;or phosphate), at high concentration, to a 
solution of a polymer. For separation pÚrposes in lhe laborator)' lhe polymer-polymer 
type of systems has been almost excluslvely used, preferentially those consisting o f 
fractionated dextran and poly(ethylene glycol) (PEG). For lhe large scale isolation of 
enzymes the inexpensive PEG-salt systems have been used. This choice has been 
indicated by economic reasons dueto the high cosi of fractionated dextran. However, 
the properties o f the PEG-salt systems strongly limit their usefulness for applications 
in biotechnology mainly due to 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 to reduce the 
costs. A new aqueous two-phase system based on cashew-nut tree gum and 
poly(ethylene glycol) is described. The exsudate gum from Ar10cardium occidentale 

. L. is a branched acidic heteropolisaccharide found in ali brazilian north-westem. lt's 
employed locally as a substitute for arabic gum 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 t~ees in Pernambuco state, Brazil. Clear nodules free o f bark were selected 
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to. be ísolated via ethanol precipilation. 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 

'dífferenltie-línes for each:phase diagram were studied. lnfiuence o f poly(ethylene 
glycol) molecular weig~t and tie-line lenglh on prolein partilion were analysed. The 
partition coefficient (K) wrui definided as the ralio between BSA in the upper (PEG) 
and lower (cashew-nu~.tree gum) pháses. Protein partition coefficient showed a sm~ll 
increase with.decrease.in polymer molecular mass and tie-line length also decreased 
lhe partition. Results indicaté that this is a potentially useful aqueous two-phase 
system for protein extraction. 

. ' •. . ·' -:,',. 
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Abstract 
In the present work we have studied the partitioning o f 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 
weíght of 1500 and 8000 at pH 7, 26°C ± 2°C. Different tie-Iínes for each phase diagram were 
studied. lnfluence of poly(ethylene glycol) molecular weight, tie-line length and presence of 
NaCI on protein partítion 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 Iength and the presence ofNaCI leaded to a decrease ofK. Results índícate that thís ís a 
potentially useful aqueous two-phase system for protein extraction. 

1. Introduction 
The partitioning ofbiomolecules in aqueous 
polymer two-phase systems has been studied 
extensively during the last decades 
(Albertsson, 1986; Walter and Juhansson, 
1994). A lot o f 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 et ai., 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 et ai., 
1989). As a consequence, there is 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% ofthe total production cost of an 
aqueous-phase extraction (Datar, 1986), it is 
necessary to find inexpensive substitutes for 
fractionated dextran. Severa! polymers 
(Kroner et ai., 1982; Tjerneld et a/.,1986; 
Szlag & 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 ali 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 ofBSA in a new aqueous biphasic 
system. The capacity o f cashew gum as a 
phase forming polymer is evaluated. 

2. Materiais 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

3 
and 

PEG 1500 number average molecular weight 
of(1,3-1,6)x 1if, 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 of67500 
Da was obtained from Sigma Chemical Co. 

Ali other chemicals were analytical 
grade. 

2.3 Purification ofGum 
Clear nodules free ofbark were 

selected to be purified via ethanol by the use 
ofthe Rinaudo-Milas (1991) method. 

2.4 Phase Diagrams 
The binodal ofthe phase diagrams, 

the demarcation between cashew nut tree 
gum!PEG compositions showing monophasic 
and biphasic behaviour was obtained by 
direct observation of two phase formation for 
a Jarge number of systems containing varying 
concentrations ofPEG and cashew-nut tree 
gum. These solutions were compounded by 
weighed quantities ofPEG 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 ofthe 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 J.L1 of a 2 mglml BSA solution. 
Systems containing salt were prepared by 
adding the correct amount of powdered salt to 
the previous mixture. 

In ali systems, the buffer 
concentration was 15 mM and the 
temperature for phase separation was 
25±2°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. Ali partition coefficient 
values were deterrnined 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 ofPEG 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 ofPEG molecular weight on the 
binodal is in accordance with Albertsson 
(1986). 

25 

~ --Expon. (PEG 1500) 

z, 
15 

"' 
--Expon. (PEG8000) 

r-:1 10 =-
<F. 5 

o 
o 20 40 60 

% Cashew -nut tree gum (wlw) 

Figure l. Phase diagrams for PEG 1500/Cashew
nut tree gum and PEG 8000/Cashew-nut tree gum 
at 25°C±2, pH 7.0. 

3.2 Protein Partition 
Severa! biphasic systems formed by 

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

Tab1e 1. Compositions (w/w) ofPEG-cashew nut 
tree gum system with PEG 1500 and PEG 8000 

System 
PEG 1500 

PEG8000 

Tie-line 
1 
2 
1 
2 
3 

PEG(%) 
l3 
22,5 
9 
11 
l3 

Gum(%) 
21 
13,8 
16 
18 
20 

For each system, the following 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 ata 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 ali 
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 
is necessary to alter the polymer 
concentration (e. g., for PEG 1500 a greater 
amount ofthe 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 et ai., 1998 with 
cutinase in PEG-hydroxypropyl by system 
show the same behaviour as the PEG 
molecular mass is increased. 
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Figure 2. hrlluence ofPEG molecular mass and 
tie-line length in Bovine Serum Albumin partition 
coefficíent in PEG/Casbew-nut tree gum system 
at 25.C±2, pH 7.0. 

3.2.2 Effect ofTie-Jine Length 
Three tie-lines length for PEG 8000 

and two for PEG 1500 were analyzed. The 
increase o f the tie-line length leads, (Table 1) 
to a decrease ofK (Fig. 2). This increase is 
due to the increasing PEG concentration 
which causes a molecular exclusion ofthe 
BSA from the top to the bottom phase. These 
results are in accordance with the data 
presented by Sturesson et al. ( 1990) with two 
different proteins in phase systems based on 
PEG-Hydroxypropyl starch and Almeida et 
a/. (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. lt can be seen from 
Fig. 3 that the presence of this salt decreased 
the partition coefficient ofBSA 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 ofBSA is 
5 .I, the protein is negatively charged at pH 
7.0. 

A33 1500 A33 8XXl 

fmG21%PI3% 

I
! El G22,5%PI3,8% 

mG18%F9% i 
ICJG18%PI1% I 
•G20%PI3% 

Figure 3. Influence ofNaCI addition in Bovine 
Serum Albumin partition coeffi.cient in 
PEG/Casbew-nut tree gum system at 25°C±2, pH 
7.0. 

4. Conclusions 
The initial study ofthe PEG-Cashew

nut tree gum system shows that this new 
system can be used successfully as a 
separation method applied to protein 
purification. Molecular weíght ofPEG, total 
polymer concentration and the addition of 
salts can be used to manipulate the partition 
of molecules between the phases. 
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Abstracl 

The characterisation of a new system based on cashew-nut tree gum, a branched addic heteropolysnccharide found in 
BrazU, and poly(ethylene glycol) (PEG) was studied. Phase diagrams are provided for the PEG-cashew.nut tree gum 
system. The inOuence of PEG molecular mass, tie~line Iength and pH on bovine serum albumin (BSA) parlition was 
investigated. Protein partition coefficient was liule influenced by changing PEG molecular mass. Increasing the tie-line 
length decreased the partition. Increasing the pH also raised the BSA partition coefficient. It is shown that systerns formed by 
PEG and cashew-nut tre4 gum may be considered as an interesting altemative for use in protein puritic~tion. © 1999 
Elsevier Science B.V. Ali rights reserved. 

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

1. Introduction 

Aqueous two-phase systems (A TPSs) have found 
widespread use in biochemi~al research for sepa
ration and purification of macromolecules cells and 
cell particles [I]. In recent years the A TPSs have 
also found applications in various 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, to- a solution o f a polymer. For 
separation purposes in the laboratory the polymer
polymer type of system has been almost exclusively 

*Corresponding aulhQr. 

used~ preferentially those consisting of fractionated 
dextran and poly(ethylene glycol) (PEG) [I ,2]. The 
properties of these systems are well studied bul high 
cost of fractionated dextran prevents the use of this 
system in large-scale processes [3]. For the Iarge
scale isolation of enzymes the inexpensive PEG-saft 
systems are been used. This choice has been indi
cated by economic reasons due lo the high cost of 
fractionated dextran. However, the properties of the 
PEG-salt systems strongly Iimit lheir usefulness for 
applications in biotechnology mainly due to the high 
concentration of salt, which may cause the denatura
tion of sensitive bio1ogical structures [4]. Another 
problem related to lhe use of PEG-salt systems is 
waste disposal. A TPSs based on dextran, starch and 
cellulose derivatives have the advantage of biodeg
radability [5]. As a consequence, there is a need to 

J 0378-4347/99/$- see front matter © J999 EJsevier Science B.V. Ali rights reserved. 
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65 develop new biphasic systems suitable for large-scale 
66 processes. So, it is necessary to find inexpensive 
67 substitutes for fractionated dextran with equivalent 
68 parlilion properties. Several polymers, such as starch 
69 , derivatives [6], maltodexlrjn [7] and cellulose deriva-
70 tives [8] have been tesled as an alternative to 
71 fraclionated dexlran. The ulilisalion of polysac-
72 charídes may have a big impact in lhe development 
73 of two-phase syslems for large-scale purificalion 
74 [6,9]. 
75 Exudate gum from Anacardium occidentale L. is a 
76 branched acidic heleropolysaccharide largely found 
77 in Brazil. The polysaccharide is produced in epilheli-
78 ai cells which border lhe gum ducts and is known lo 
79 be part of lhe biochemical defences of lhe planl [10]. 
80 The polysaccharide . molecular mass (M,) · is 
81 =li O 000 [ 11 ]. The gum contains galaclose (73% ), 
82 glucose ( 11 o/o), g1ucuronic acid (6% ), arabinose 
83 (5%), rhamnose (4%) and mannose (I%) [10]. Nul 
84 production in trees older than 25 years increases after 
85 gum extraction. Given the importance of cashew tree 
86 culture lo some regions of Brazil, especially lhe 

6{) 

61 
62 
63 
64 

R' 
I • ... 6 

I "' • I 
6 • R --1'3 g>li 6 
I gaii-J>.lpl 

• • 
gal6+-lgnl [lal6.._R ... 
I I I • • • J J 

"' .. I ga16+-R 
I I I 

• • • 6 6 6 
- gsll -+)gall-+Jgall-+38aii-Jo3pll_,. 331111 -+3gall --)"]gall-+-

6 6 6 6 
I I I I 
1 1 I I 

vJ 3iu gal 3 +- 1 gal ga!J +- R 
3 6 6 
I I t 
I 
pl3+-lgal6+-lpl 
6 J 
I I 
I 

"' 
I 
R 

I ... ... 
6 
I 

RIU. a. 

Fig. 1. Struc!ural fragment of cashew~nut tree gum. Gal = 
galactose. R=o-mannose, t.·rhamnose, t.-arabinose or arabinose 
chains with 1,2 linkage. R'.=ofglucose (glu) or o~glucuronic acid 
(glu. a.) [12). 

north-west, a study of the gum for biotechnological 
application is of potential industrial interest. A 
slruclural fragmenl of lne gum is shown in Fig. I. 

In this work we report on the use of cashew-nut 
tree gum. TI1e potentiat' utilisation o f lhis gum as an 
aqueous-phase-forming polymer, as well as its 
capacity for protein separation is evaluated, 

2. Experimental 

.2.1. Chemicals 

' Crude gum was collected as a natural exudate 
from cultivated llnacardium occidentale trees in 
various locálities in Pernambuco State, BraziL Com
mon lype plants aboul 20 years old, yellow cashew 
producers were utilised. PEG 8000 and PEG 4000 
were obtained from Sigma (Sl. Louis. MO, USA). 
Ali olher chemicals were of analytical grade. 

2.2. Protei11 

87 
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10.1 

Bovine sermn albumin (BSA) wilh an M, of 104 
67 500 was obtained from Sigma. lOS 

2.3. Purijicatio11 of gum 106 

Clear nodules free of bark were se1ecled lo be 107 
purified via ethanol purification by use of lhe 108 

Rinaudo-Millas method as previously described [ 13]. 109 

Precipitation with ethanol permitted the isolation of 110 

the polysaccharide from lhe monosaccharides and 111 

oligosaccharides, which remained in solution. 112 

2.4. Phase diagrams 

Phase diagrams were determined at room tempera
Jure according lo Alberlsson's [I) procedure. 1l1e 
binodal of lhe phase diagram, lhe demarcalion 
between PEG-cashew-nut tree gum compositions 
showing monophasic and biphasic behaviour was 
obtained by direct observation of two-phase forma
tion for a large number of solutions containing 
varyi~g concentrations of PEG and cashew-nut tree 
gum. Syslems lhal displayed a distincl phase-phase 
interface were considered biphasic. The polymer 
compositions o f the top and bottom phases o f various 
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Table l 
Tie-lines compositions (w/w) and system volume ratio (~) of PEG 4(X)Q-cashew-nut tree gum system at pH 6.0 

Tie-line System System composition 

length v. % (w/w) 

Gurn PEG H10 

,. 1.7 18 9 73 

2" 1.6 20 li 69 

3" 1.5 22 13 65 

was performed al pH 6.0. The lwo curves, which 
represent the borderline between one and two pJmses, 
have U1e same shape bul lhere is aparallel displace
ment between the two. This. means that higher 
polymer concentrations are needed to obtain two 
phases wilh PEG 4000, which can be correlaled lo its 
lower molecular mass, compared wilh PEG 8000. 
This effecl of PEG molecular mass on lhe binodal is 
in accordance wilh lhe results of Alberlsson [1]. 1l1e 
same displacemenl of lhe binodals was observed by 
Venâncio el ai. [9] for PEG-solvitose gum of 
ATPSs. 

The- polymer composilions and volume ralios (V,) 
of lhe lested syslems are shown in Tables I and 2. ll 
can be seen that this system forrns two phases wüh 
high polyrner concentrations. The cashew-nut tree 
gum is enriched in lhe denser bouom phase while 
PEG is found in lhe upper phase. 11Je ralio belween 
the volumes indicate a JVgher volume of the upper 
phase when compared loflhe bollom phase and lhal 
the volume ratio decreases as the lLL increases. 

32. Protein partition 

The parlilioning of molecules belween lhe lwo 
phases is a complex phenomenon because of the 
involvement of many factors in the interactions 
between the solute and the phase forming com
ponenls. This makes the molecular mass and chemi
cal properties of the polymer and lhe size and tolo 

Table 2 

Top phase compositíon Bottom phase composition 
% (w/w) % (w/w) 

Gurn 

5.52 
1.66 
0.59 

PEG H,o 

13.54 80.94 
19.23 79.1 I 
20.24 79.17 

pH6.0 pll 7.0 

Gurn 

36.35 
43.22 
47.84 

pH8.0 

PEG 11,0 

2.37 61.28 
0.63 56.15 
1.68 50.48 

lll'l%1'EO-ItY.GUM 

I! IIW"ro-10% Gl'M 

•u~2l'M1VM 

Fig. 3. Effect of tie-line Jength and pH on BSA partítion 
coefficient in PEG 4QOO-cashew-nm tree gum system at 27:!::2"C. 
BSA partition coefficient was no! determined for the second {li% 
PEG-20% cashew gum) and third (13% PEG-22% cao;hew gmu) 
tie-lines since BSA concentrnled in the eashew gum-rid1 boHorn 
phase at pH 6.0. Typical uncel1ainty in the K values obtained from 
triple samples were approximately 4%. 

chemicaJ properties of the partitioned solute of 
extreme importance. Due to the complexity of Lhe 
partitioning phenomenon, it is difficult to predict 
protein behaviour and select separation conditions 
for a rational planning of experimenls [20]. 

3.2.1. Effect of PEG molecular mass 
The molecular mass of PEG is an imporlanl faclor 

in equilibrium distribulion. Figs. 3 and 4 show lhe 
effecl of TI..L and pH on BSA parlilion coefficient 
for PEG 4000-cashew-nut lree gum and PEG 8000-
cashew-nullree gum, respeclively. In ali of the tested 
situations, BSA was maínly in the boltom phase 

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

Tie-Jine System System composition Top phase composition Botlom phase composilion 

length v. % (w/w) % (w/w) % (w/w) 

Gurn PEG H20 Gum PEG . H20 Gurn PEG fi,O 

I. 2.2 16 9 75 3.64 13.33 83.03 39.15 0.86 59.99 
2. 1.9 18 li 71 1.33 19.39 79.28 43.88 0.85 55.27 
3. 1.8 20 13 67 0.35 21.56 78.09 47.37 0.99 51.64 
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130 systems were analysed. PEG concentration was 
131 detennined according to Skoog [14]. Polysaccharide 
132 concentration was detenni~ed by measuring reducing 
133 sugars (DNS method [ 15) - concentration afler a 
134' hydrolysis step with sulphuric acid). 

!35 2.5. Two-pltase systemsr 

136 The systems (total mass 5 g) were prepared from 
137 stock solutions of the polymers in water, 50% (w/w) 
138 cashew-nut tree gum and 50% (w /w) PEG. The 
139 polymers solutions were weighed out and mixed with 
140 water and phosphate buffer (pH 6.0, 7.0 and 8.0), to 
141 the desired pH. The buffer concentralion was 15 
142 mM. Visual estimates. of the volumes of top and 
143 bottom phases were made in graduated centrifuge 
144 tubes. TI1e volumes of the phases were then used to 
145 estimate the volume ratio ·(11, =volume o f lhe lop 
146 phase/volume of the bottom phase). The partition 
147 experimenls were performed at room temperature 
148 (27±2°C) by mi~ing systems with 500 p.l of a 2 
149 mg/ml ·albumin solution. The systems were well 
150 vortex-mi~ed for 5 min and then cenlrifuged at 236 g 
151 for 5 min to obtain two clear phases. 
152 The study of protein partilioning in PEG-cashew-
153 nut tree gum systems was carried out at pH 6.0, 7.0 
154 and 8.0 with PEG 4000 and 8000 and for differen1 
155 tie-line lengths (TLLs) by varying lhe PEG and gum 
156 concentrations. The TLLs were measured directly 
157 from lhe phase diagrams. The assays were performed 
158 in triplicate. 

159 2.6. Proteitt parütion coefficier;t 

160 Protein concentration on the top phase was de-
161 lermined according lo Bradford [16] and partilion 
162 coefficienl (K) was defined as lhe ratio between BSA 1 
163 in the upper (PEG) and lower (cashew-nut tree gum) 
164 phases. Samples of lhe lop phase were diluted in 
t65 water, when necessary, and the protein concentration 
166 analysed. Tite protein concentration of the bottom 
t67 phase, dueto its viscosity; was calculated from mass 
!68 balance, according to Venâncio e! ai. [6] and Al-
169 meida et ai. [17]. The protein concentration of the 
110 phases was determined for a set of three independent 
111 systems. 

3. Results and discussion 

In order lo use polymer-polymer /\TPSs in large 
scale biotechnical processes it is nece..r;sary to de
velop low cost po1ymerS, which can replace fraction
ated dextran. Crude dextran has been used as phase
forming polymer for enzyme extractions [20]. Crude 
dextran, however, fonns bottom phnses with higher 
viscosity compared to 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 Iarge-scale ex
tractions [21], have severallimitations. Most proteins 
partition slrongly to the sall-rich bol!om phase and 
the salt concentration in both phases is so high that it 
may destroY sensitive biological structures. We have 
studied a low-cost polyrner, lhe cashew-nultree gum, 
with the aim of finding a new ATPS. 

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

3.1. Phase diagrams 

The molecular rnass of PEG is an important facfor 
in equiJibrium distribution. Phase diagrams for PEG
cashew-nut tree gum with different molecular mass 
PEG are displayed in Fig. 2. Once lhe binodal did 
not show a significant displacement with pH changes 
(data not shown), characterisation or phase diagrams 
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Fig. 2. Phase diagrams for PEG-ca.shew-nut tree gum systems at 
27:!::2"C. pH 6.0. 
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cashew-nut tree gum possesses an economic advan
tage. The PEG-cashew-nut tree gum system has a 
competitive price, almost lhe same of PEG-crude 
dextran systern. AJso, cashew-nut lree gum is a 
natural product largely found in Brazil, which facili
t3.tes its use in industries that require producls free of 
chemical contarninants. 

4. Conclusions 

Aqueous polymer p~a~l: diagram and biomolecule 
partitioning can be mUuenced by many factors 
including polymer concentration, molecular mass 
and pH. 

It was observed that .increasing polymer molecular 
mass from 4000 to 8000 led lo lower polymer 
concentrations required for phase separation. The 
partition coefficient of BSA was little influenced by 
changing PEG average molecular mass. Increasing 
the 1LL (polymer conce~tralions) promoted a de
crease in partition coefficie'nt of lhe protein. Increas
ing the PH also raised the BSA partition coefficient. 

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

The availability of a new inexpensive poiymer for 
phase parlitioning makes it economically possible to 
use it together with PEG for lhe separation and 
puríficatiori of biornolecuJes. Research on lhe in
fluence of other parameters on the protein partition
ing ín this system is in progress. 
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pH 6.0 

tl~tiS"OUM 

15111'%1'EO-II'%0UM 

BIJVEQ-20%GUM 

Fig. 4. Effect of tie-line length and pH on BSA partition 
coeffident in PEG 8000-cashew-nut tree gum system at 27::t2"C. 
BSA partition coefficient was not detennined for lhe second (11% 
PEG-l8% cashew gum) and third {13% PEG-20% cashew gum) 
tie-lines since BSA concentrated in the cashew gum-ócll bonom 
phase at pH 6.0. Typical uncertainty in lhe K values obtained from 
triple samples was """3.5%. 

under the experimental conditions studied. It was not 
possible to determine BSA partition coefficient for 
lhe second and lhird lie !ines al pH 6.0 for either 
PEG 4000 or 8000 since BSA was nol detected in 
the PEG-rich upper phase. ' 

The results indicate that the system studied is 
slighlly infiuenced by the PEG molecular mass. The 
partition coefficients show no regular tendency and 
are similar in ali cases. 

The effect of polymer molecular mass is usually 
attributed lo the increasing number of hydrophilic 
end groups on shorler PEG chains, which reduces lhe 
overall hydrophobicity [21]. and to lhe excluded 
volume effects that increase with increasing polymer 
molecular niass. Due to these effecls, the general 
tendency expecled would be an increase of lhe 
partition coefficienls as lhe PEG molecular mass 
decreases. However, it is important to bear in mind 
thal by changing lhe polymer molecular mass, one 
needs to alter the polymer concentration, which 
influences lhe partition coefficienls in the opposite 
way. Still, as the PEG molecular chain decreases, its 
hydrophilic character becomes stronger [7]. There
fore, and considering the hydrophiJic character of 
albumin, PEGs of lower molecular mass should 
increase the protein affinily for lhe PEG-rich phase. 
However, this lendency was nol observed for BSA 
partitioning, probably due lo lhe charge of lhe 
cashew-nut tree gum. This fact could explain the 
JittJe influence of variation of PEG molecular mass 
from 8000 lo 4000 in lhe BSA partition coefficient. 
Christian el ai. [22] also sludied the influence of 
PEG molecular mass upon re partition coefficient of 

BSA in PEG-arabinogalactan systems. Altering the 
molecular mass of the PEG had no very significanl 
effect upon lhe partition cóefficienl. 

3.2.2. Effect of tie-li11e Ieitgth 
Tiris effect is relaled lo lhe influence of the 

distance from the criticai point on the partitioning 
behaviour of proleins in aqueous two-phase systems. 
Near lhe criticai poinl, lhe K value should be close to 
I [I] which is confirmed by mosl of the results 
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, 
wfiich causes a molecular exclusion of the BSA from 
the top to the bollom phase. ll1ese resulls are in 
accordance wlth lhe data presented by Sturesson et 
ai. [5] with two different proteins in phase syslems 
based on PEG-hydroxypropyl slarch and Almeida et 
ai. [ 17] with cutinase in also PEG-hydroxypropyl 
slarch systems. 

3.2.3. Effect of pH 
Allhough lhe K value shows líttle changes by 

changing the system pH, an increase of this parame~ 
ter can be detected as the pH is increased from 6.0 lo 
8.0 (Figs. 3 and 4). Similar resulls for BSA parlilion
ing were observed by Venâncio et ai. [9] in PEG
solvitose gum syslems and Christian el ai. [22] in 
PEG-arabinogalaclan systems. 

3.3. Economics 

The cost of lhe polymer-polymer two-phase sys
tem studied was compared to that of other systems 
(Table 3). The cosl of lhís new syslem shows thal 

Table 3 
Costs of I kg of different aqueous two-plmse systems 

·: System 

9% PEG 8000-16% cashew-nut tree gum 

9% PEG 4000-18% cashew~nut tree gum 

5% PEG 8000-7% dextran T500 
5% PEG 8000-7% crude dextran 
5% PEG 8000-14% hydroxypropyl starch 
5% PEG 8000-16% arabinogalactan 

$US 

5.92' 
6.01~ 

35" 
5.7" 
8.4< 

12' 

• CNFCa-EMBRAPA experimental pl:mtation, Pacajus. Ceará. 
BraziL 

"'Sigma, St. Louís, Mo, USA. 
"Shearwater Polymers, Huntsville, AL, USA. 
.t Larex, St. Paul, MN, USA. 
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SORO BOVINO EM 
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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 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 Anacardium occidentale. is a branched acidic 
heteropolisaccharide found in brazilian north
western. It'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 Sistemas Químicos e Informática-UNICAMP', 
Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami, UKA-VFPE 1, 

Departamento de Química-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 o f 4000 at pH 6,0, 
7,0 and 8,0 25°C. Three different tie-lines were 
studied. lnfluence of pH and tie-line length on 
protein partition were analysed. Protein partition 
coefficient increased with decrease in tie-line length. 
Athough small, an increase in partition coefficient 
was observed with pH increase in ali tested systems. 

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

Resumo 

Os sistemas bifásicos aquosos têm sido largamente 
utilizados na pesquisa bioquímica para a separação 
e purificação de macromoléculas, células e partícu
las celulares. Nos últimos anos, os sistemas bifásicos 
aquosos também têm encontrado aplicações em 
diferentes áreas da biotecnologia, especialmente no 
que se refere à utilização de sistemas alternativos de 
baixo custo, como o sistema bifásico aquoso cons
tituído por goma de cajueiro e polietileno glicol 
(PEG). O exsudato deAnacardium occidentaleconsis

te num polissacarídeo ácido largamente encontra
do no Nordeste brasileiro, onde é empregado como 
substituto da goma arábica para uso farmacêutico. 
A goma bruta foi coletada como exsudato natural 
de árvores cultivadas no estado de Pernambuco. Nó
dulos livres de cascas foram selecionados para o 
processo de isolamento da goma, via precipitação 
por etano!. 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. Três diferentes 
"tie-lines" foram estudadas. Analisou-se a influên
cia do pH e do comprimento das "tie-lines" no 
coeficiente de partição da proteína. O coeficiente 
de partição da proteína aumentou com a diminui
ção do comprimento da "tie-line". Embora discre
to, houve um aumento do coeficiente de partição 
com o aumento do pH em todos os sistemas testa
dos. 

Palavras-chave: sistemas bifásicos aquosos, goma 
do cajueiro, extração líquido-líquido 
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INTRODUÇÃO 

A 
extração líquido-líquido, utilizando-se sis 

temas de duas fases aquosas, tem sido um 
tópico de grande interesse nestes últimos 

anos e foi primeiramente descrito na literatura por 
Beijerinck (1896), quando se descobriu que gelati
na, ágar e água misturados a certas concentrações 
formavam um sistema bifásico. Por volta dos anos 
'so, ALBERTSSON descobriu que polietileno glicol 
(PEG), fosfatos de potássio e água, assim como 
PEG, dextran e água formavam sistemas de duas 
fases (DIAMOND & HSU., 1992). Entre os siste
mas bifásicos aquosos mais estudados em partição 
aquosa, destaca-se o sistema PEG-dextran, que apre
senta, no entanto, o grande inconveniente do eleva
do custo do dextran. Esse polímero pode ser obti
do por um processo fermentativo ou, diretamente, 
por síntese enzimádca e por síntese química 
(HARRlS & YALPANI, 1985). Porém quase todas 
as preparações comerciais são obtidas pela via 
fermentativa, e esta, por sua vez, representa um ele
vado custo. Para combater a falta de competitividade 
econômica dos sistemas bifásicos constituídos por 
dextran e PEG, tem-se recorrido, quase exclusiva
mente a sistemas PEG-sais. Sistemas bifásicos 

' 
PEG-sais apresentam, no entanto, alguns proble-
mas que limitam a sua aplicabilidade. Esses siste
mas se formam com elevadas concentrações de sal 
em ambas as fases, ci que pode causar a desnaturação 
de estruturas biológicas (LIN et ai., 1996; KULA, 
1989). Outra forma de evitar o inconveniente do 
elevado custo associado ao sistema PEG-dextran 
reside na utilização de polímeros alternativos. Nos 
últimos anos, um elevado número de polímeros tem 
sido testado com vistas à aplicação em sistemas 

bifásicos aquosos. 
O extrato do cajueiro, produzido pelâ 

Anacardium occidentale, planta nativa do Nordeste bra
sileiro, consiste num heteropolissacarídeo ramifica
do (arabinogalactana ácida) exsudado naturalmente 
do tronco e ramos da árvore como uma goma ou 
resina de coloração amarelada e solúvel em água, a 
qual apresenta um grande potencial de industriali
zação (PAULA & RODRIGUES, 1995). Existem 
estudos da goma do cajueiro com árvores brasilei
ras destacando-se o estado do Ceará como maior 

' 

produtor do país (RODRIGUES et ai., 1993; 
PAULA & RODRIGUES, 1995). A goma do caju
eiro é constituída principalmente por unidades de 
galactose, arabinose, glicose, ácido urônico, manose 
e xilose. Estudos recentes (PAULA & 

RODRIGUES, 1995) sobre propriedades teológicas 
da goma do cajueiro mostraram que esta é uma goma 
de baixa viscosidade e encontra dentro dos valores 
exigidos para a formação de uma dispersão de fases 
adequada para aplicação em sistemas bifásicos. No 
presente trabalho, estudou-se a partição de uma pro
teína modelo em um novo sistema bifásico aquoso 
de baixo custo, constituído por goma de cajueiro e 
polietileno glicol (PEG). 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Polímeros: polietileno glicol 4000, peso molecular 
3,5-4,5 x 1 O', foi obtido da Sigma Chemical Co (St. 
Louis, Mo, USA). A goma foi coletada como 
exsudato natural de árvores deAnacardium occidenta!e 
de diferentes localidades do estado de Pernambuco. 
Proteínas: albumina de soro bovino (BSA), de peso 
molecular 66.500-67.500 Da (pl= 5,1), foi obtida 
da Sigma Chemical Co (St. Louis, Mo, USA). 
Isolamento da goma: a goma bruta (isenta de cas
cas e folhas) foi submetida ao método de 
DELGLOBO (1993) modificado: a goma foi tritu
rada e dissolvida em solução aquosa a 20%, sendo 
filtrada em tela de serigrafia e precipitada com etano) 
comercial (3x vol.). O precipitado assim obtido foi 
deixado em repouso "overnight" a 4°C e novamente 
filtrado e lavado com etano] concentrado. O preci
pitado assim obtido foi submetido à secagem em 
estufa a 35°C. O processo permitiu um rendimento 
de 85-90% em goma. 
Preparação dos sistemas bifásicos aquosos: fo
ram preparados sistemas de duas fases aquosas, 
goma do cajueiro e PEG em tubos de centrífuga 
graduados (15 ml), massa total de Sg, por pesagem 
das quantidades apropriadas de soluções concen
tradas de PEG (50% p/p) e goma do cajueiro (30% 
p/p) em tampão fosfato, de forma a obter os pH's 
desejados (6,7 e 8), obedecendo à relação entre 
fosfato rnonobásico e di básico. O conteúdo desses 
tubos foi agitado num vórtex e, em seguida, 
centrifugados a 500 rpm, durante 5 minutos. 
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)eterminação dos diagramas de fases: os dia
ramas de fases foram estabelecidos, tendo como 
ase a metodologia desenvolvida por 
,LBERTSSON (1986): sistemas obtidos experi-
1entalmente pela mistura de diferentes concentra
ões de poli etileno glicol e goma do cajueiro foram 
ubmetidos à análise de PEG e goma em ambas as 
ases. Dessa forma, uma série de composições per
o da curva de equihbrio de fases (binodal) foi obti
la e a concentração dos polímeros plotada forne
:endo a binodal do sistema. Como convenção, a 
:oncentração do polímero que se distribui favora
relmente na fase inferior é plotada na abscissa e a 
:oncentração do polímero que se distribui prefe
:encialmente na fase superior é plotada na ordena
:la. Após a determinação do diagrama, três "tie
iines" de trabalho para todos Ós pH estudados fo
ram selecionadas: goma 18%-PEG 9%, goma 20%
PEG11% e goma 22%-PEG 13%. 

Hidrólise do polissacarídeo: para as análises dos 
monossacarídeos presentes num polissacarídeo, é 
usual efetuar sua hidrólise. A um tubo de ensaio 
rosqueado adicionaram-se Sg de amostra devida
mente diluídas e 1 ml de ácido sulfúrico concentra
do. Essa solução foi agitada e colocada em banho a 
1 OO"C, durante GO min. Após a hidrólise, as amos
tras foram resfriadas à temperatura ambiente e neu
tralizadas a pH G-7 pela adição de NaOH. Após a 
neutralização, o volume do hidrolisado foi comple
tado para 25 ml em balão volumétrico e a concen-

o 10 20 

% 

30 

tração de açúcares redutores determinada pelo mé
todo de MlLLER (1959). 

Análise dos constituintes do sistema: a concen
tração de PEG foi determinada de acordo com o 
método desenvolvido por SKOOG (1979). O con
teúdo de carboidratos da goma do cajueiro foi de
terminado pelo método de DNS (MlLLER, 1959). 

Partição da proteína: 500J.ll de albumina de soro 

bovino (2mg/ ml) foram adicionados aos tubos e o 
conteúdo agitado num vórtex e, em seguida, 
centrifugados a 500 rpm, durante 5 minutos. A ccm
centração de proteína na fase superior foi determi
nada segundo BRADFORD (1976). Dada a maior 
viscosidade da fase inferior (goma) dos sistemas 
bifásicos em estudo, a concentração ele proteína na 
fase inferior foi determinada por balanço material a 
partir das concentrações de proteína determinadas 
para a fase superior e para a solução concentrada de 
proteína adicionada inicialmente. Em seguida, de
terminou-se o coeficiente de partição da proteína 
(K), definido como a razão entre a concentração de 
proteína na fase superior (PEG) e inferior (goma 
do cajueiro). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

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

-Expon. (pH 6) 

-Expon. (pH 7) 

-Expon. (pH 8) 

40 50 60 

Pio-nr" 1- Diadra01<l.s de fases do sistema PEG4ooo/gornado cajueiro nos pH's 6,7, e 8. 
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Analisando-se o comportamento do siste
ma frente aos diferentes pH's, não houve um deslo
camento das binodais. Ainda não foram encontra
dos na literatura dados acerca da influência desse 
parâmetro sobre a binodal em sistemas polímero/ 
polímero, o que nos leva a acreditar na estabilidade 
desses sistemas frente a variações do pH. 

Devido à complexidade dos fenômenos de 
, partição, é difícil prever o comportamento da pro

teína e selecionar as condições de separação para se 
planejar um experimento (HACHEM, ANDREWS 
& ASENJO, 1996). 

Analisando-se a influência do comprimento 
da "tie-line" para o mesmo pH no coeficiente de 
partição da albumina, observou-se uma tendência à 
diminuição do coeficiente de partição com o au
mento da "tie-line" para os três valores de pH tes
tados (Figura 2). Os resultados da influência da "tie
line" no coeficiente de partição encontrados na li
teratura para sistemas polímero/polímero obede
cem ao mesmo perfil. Estudos realizados com a 
cu tinas e em sistema PEG 8000 /hidroxipropilamido 
bruto demostraram um leve decréscimo com o au
mento dã "tie-line". Esse aumento da partição se 
deve ao aumento da concentração de PEG, que cau
sa a exclusão molecular da proteína da fase superior 
(ALMEIDA et ai., 1998). 

STURESSON, TJERNELD & 

JOHANSSON (1990) estudaram o efeito da con
centração do polímero na partição da glicose 6-P
desidrogenase e lactatodesidrogenase em sistemas 
PEG8000/ Aquaphase PPT. Assim como no siste
ma PEG/Dextran, as enzimas se concentraram, 
preferencialmente, na fase inferior, com o 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 exclusão PEG, deve ser conside
rada também a afinidade da proteína pela fase 
hidrofôbica, que pode ser mais pronunciada, levan
do a um comportamento contrário na partição 
(ALMEIDA et ai., 1998). 

pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0 

.Gf8% P9% I 
EiiG20% Pll%i 

~22%Pnsz.) ----

Figura 2 - Partição de albumina de soro bovino (l3Si\) no 
sistema PF.G 4000/goma do c::1jueiro nos pH's a 25" C (FS::: 

fase superior) 

O pH é um fator crucial no comportamento 
da partição de uma dada proteína e deve estar sem
pre relacionado com o ponto isoelétrico da mesma. 
Analisando-se os diferentes pl fs (6,0, 7 ,O e 8,0), ob
servou-se que o aumento do pH provocou uma leve 
tendência para a albumina de soro bovino se 
particionar mais na fase superior, na Htie-line" mais 
curta (Figura 2). VENÂNCIO e colaboradores 
(1995) realizaram estudos de partição de albumina 
de soro bovino em sistemas PEG I Goma de guar, 
em condições semelhantes às descritas neste traba
lho, para dois PEG's (4000 e 8000) nos pH's 6,0, 
6,8 e 8,0. Os resultados demonstraram um leve au
mento no coeficiente de partição com o aumento 
do pH em todos os sistemas testados. VENÂNCIO 
e colaboradores (1995) ainda reportaram que as 
interações hidrofóbicas são maiores no pH perto 
do ponto isoelétrico da proteína .. Para a albumina, 
cujo ponto isoelétrico é de 5,1, nota-se uma varia
ção significativa do coeficiente de partição do pH6 
para os demais, já que esse pH se encontra mais 
próximo do ponto isoelétrico da proteína. 
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Protein mass transfer stndies 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 
C- concentration ofBSA in phosphate-rich phase (mg/ml) 
Cu- concentration ofBSA in PEG-rich phase (mg/ml) 
Cw- concentration ofBSA in PEG-rich phase at the column inlet (mg/ml) 
Cuo- concentration ofBSA in PEG-rich phase at the column outlet (mg/ml) 
H- dispersed phase holdup 
Kda- mass transfer coefficient (min-1

) 

K- partition coefficient 
VD- dispersed phase velocity (ml/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 ailow 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 ai., 1992). Multi-stage 
installations were described by use of spray, Y ork -Scheibel, packed bed o r pulsed sieve plate 
columns (Save et al., 1993; Patil et ai., 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. 

Severa! authors studied both geometric and structural aspects of rotating discs contactors 
with plain discs. Laddha et ai. (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 ai., 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 ofBSA 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 ai., 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 Materiais and methods 

2.1 Chemicals 

C rude gum was collected as natural exudate from cultivated Anacardium occidentale trees 
ofvarious 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). Ali 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 o f bark were selected to be purified via ethanol purification by use o f 
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 
oolvmers in water, 30% (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). The buffer 
concentration was 15 rnM. 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% (wlw)PEG4000 I 9% (wlw) Cashew-nut tree gum and the second, 
20% (wlw)PEG4000 I 11% (wlw) 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 of60-mm diameter (disc free area for flow 21 %). the column 
was maintained at room temperature (25° C±2). 

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 charme! peristaltic 
pumps with a flow of 1.0 ml/min for the continuous phase while the dispersed phase velocity 
varied for values of2.0, 3.0 and 5.0 ml/min. The samples were collected from the extracted and 
raffinated phases at 1 O, 20, 30, 40, 50 and 55 minutes. 

2. 7 Dispersed pbase boldup 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 ofthe PEG phase was calculated from the expression: 

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

2.8 Partition coefficient 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 sarnples o f the 
raffinated and extracted phases collected after steady state was achieved. The BSA content was 
determinate by the Bradford method (1976).The partítion coefficient (K) was calculated as: 

K= Cu!C 

Where Cu and C are the concentration ofBSA 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 
colurnn. BSA was directly dissolved in the PEG-dispersed phase to a final concentration of 
(2mg/rnl). 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 o f the concentrations by following a 
simple material balance: 

Kda= L/V [(In Cu,- KC) I ( Cuo- KC)] 

Where L is the PEG phase flow rate (rnllrnin), Vis the dispersion volume (ml), Kda is the mass 
transfer coefficient (min"1

), Cu; and Cuo are the concentrations of BSA in the PEG phase at the 
column inlet and outlet (mg/ml), respectively; C is the concentration ofBSA in Cashew nut tree 
gum -rich phase (mg/ml) and K is the protein partition coefficient. 

3 Results and discussion 

3.1 Influence of the dispersed phase velocity on the dispersed phase holdup 

Our 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 o f 
holdup are valuable for the estimation of the mass transfer capabilities o f an extraction unit under 
defined conditions. 

The effect of dispersed phase velocity (VD) was studied for values of 2.0, 3.0 and 5.0 
mllmin. Figure 01 shows the dispersed phase holdup (H) 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 
o f drops and leads to an increase in the values o f 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; 
Venâncio 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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Figure 01- Influence ofthe dispersed phase velocity on the dispersed phase holdup in PRDC for 
9%PEG4000-18%Cashew nut tree gum (first tie-line) and I 1%PEG4000-20%Cashew nut tree 
gum (second tie-line) systems 

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, I 40 
and 220 rpm). Ali 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 ai., (I997) 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 Iength, 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 ofthe continuous phase. 
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Figure 02- Influence of disc's speed rotation on the dispersed phase holdup in PRDC for 
9%PEG4000-18%Cashew nut tree gum system 

3.4 Influence oftbe dispersed pbase velocity on tbe 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; Venâ-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 composition 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-1 and 0,239 min-1 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 (Venâncio and Teixeira, 1995; Raghav Rao et al., 1991). 



4 Conclusions 

The characterisation of the performance o f a PRDC using the PEG-Cashew nut tree gum 
system for BSA continuous ex:traction was done. 
The perforated rotating disc contactor proved to be an extraction unit well suited for work wíth 
aqueous two-phase systems. The main advantage of the PRDC is that the phases separate wíthout 
the need of a centrifuge. 
1t 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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T- 01 

A POSSIBLE NON-MUSCARINJC MECHANISM INVOLVEO IN Photutulrflf 
n/grlvenle~'-INOUCED RELEASE OF NITRIC OXIDE IN RAT MESENTERtC 
ARTERIAL AINGS. 

~elnh•rg M L. p.'; Cordeiro, M. N. '": DeLima, M. E.3 and Olnbe, C. R.2 

Õll'p. oi Phy«lolotw and ~Oep, oi Blochemlstry, Blo~oglcal Sctence lnaUiule, Fedurat 
UnlvoraUy oi Minas Gerais, Belo Horlzonle, M.G, : Ezequiel Dtouo Foundatlon, Beto 
Horl::!:onle, M.G. 

In a recenl communicaUon wa deacrlb•d lhat a J,.cuon from Plwnoutrla nlgrivent•r 
splder vonom ml«oaaee nllric oxide lrom ral aortl<;: rlngs. Duo lo lhl8 property we 
namad thls vanom fmc:llon es NORF • aland<ng for N!!dc Oxide Ae!uaslnq Emc!!on, In 
thu prostml sh.tdY wa descrlba lurttH'JI' observatloruo obout the arreei oi NOAF on ral 
mesenteric •rterlal rlngs (MAR). The venom wes oblalned and tlrst fract!oneled ae 
dOecribad by Rezende .Jr, t;ll at. (1991). Fracllon P4 was agaln lr•cUonatad by gol 
flllraUon 1n Suparosa 1.2 (FPLC). Tha 111'1111 of these sub-rracUons ls NOAF, as lObove 
characlari:~:ed." Procedurea tor preparing MAR, mounUng !hem In organ ehambef>l, 
r&cording Jsomelrlc contreellon lorce and aasaylng drugs -•a similar to those we 
used In pubU$h8d studies and "'lso similar lO lhe mos! eommonly used by other 
aulhof'!l To obsei'Va roJaxlng effact a MAR was rlrsl contractad wllh 10"" M 
ph<myle.phrtna (PE). In voou• axperlmonts N"'·nltro-nrglnlne methyl estar (L-NAME) 
was added 10 tha organ chamber prior to vanom addUion. PA:: evalualfons wera 
perlormad as descrlbed by Schlld (1947} modfrled by addinp tl,e entaponist (Atroplne) 
10 lho nutr!Uve soluUon only 4 mlnutes before ACh or NOI'IF. E><perim&ntal 
proe-aduro8 w8~ ropttaled wllh 6 lo 12 enlmala and reaults wvre ststlsllcally 
comporsd. NORF lnducad dose-dependant rala~tat!Ol'l of PE pre--conlrsçte-d MAR. No 
"'laxa;tlon was lnduced by ACh nor by NORF In endothal!um daouded rlngs. L-NAME 
{10"" M) eomp!eloly blocked NOAF-Jnduced rolaxanon. Cooconlral!on-rellponlle llno 
for NOAF-Induetld r•laxallon had no atall!>tlcal davh•t!on or p!lrellellsm wlth 
concenlratlon-responsa Une for ACh-lnduced re!GxQt/on. PA:: value for A!roplne·ACh 
waa g.7a: 0.06 (nw11) end for Atroplne·NORF was 8,53 ~ 0.30 (n .. 7) (P < 0.01). 
Thello ab .. arvat!on!l auggo&l 11'181 NORF lnducoa dao:e-dependent Ubaratlon of nltrlc 
oxide lrom MAR endotho!ium aod lho! a non-muscarln•c mechsnlam mlgl-,t be lnvolved 
In thls offecl. 

T- 03 

BIOCHEM!CAL CHANGES IN MUSSEL Perna pema SUBM!TIED TO OEPURATION 
AFTER LONG-TERM EXPOSURE TO CONTAMINATEO SITE 

Medelro•,I.D.; yentura E C.~ MOIIer, I.C. and Bal~y, A.C .. D. 
Departamento de Bioquímica- C.C.B. • UFSC • Flonanópolts- SC 

Severa! authors propo='e lhe use of mussels as "enUnel orgenisms in &nvironmental ' 
monitoring prOQrams, sinca they ar~ sesslle, filter-feeders end possess OOOd tol_erance lo 
adverse çandillons. However thete ts a conlroversy concemlng lhe analysls or btomarker• 
1r1 the"e organisms to expres!ll lhe lmpeet oi pollutants, becaU.!Ie they are apparantly leSB 
responsive to pollutants lhan other organisms. The purpose of this atudy is lo analyze 
some bioehem!cal responses In the d!geslive g!and (DG) of mussels translocated from a 
~contsminated" (CS) to a "non-eontsmlnated" sita (NCS}. The muosels -re kept 11 
monlhS at the CS, befOfe belng lranslocated and submitted to de~ration at_ Ilha de 
Ratones Grande (NCS). After 7, 14 and 28 day,, mussels from both s1les ware kil!ed and 
the OG wtss isoJatad and immers&d in liquid ni~en. The DG was homogenized and 
centrifuged in order to obtain lhe çytosolle fraetion in v.tlh::h lhe aclivity of catalase (CAT), 
glutathione transferase (GST) and_ glucoso:t-6 phosphale dahydfogenase (GôPOH) -....era 
datermino:td e=rding to convo:tnl!onal proeedures. A Q!"OUP was kept at the CS to 
compare the resu!ts. No significant changes in lhe ectlvlty of GSPOH ware obaerved in 
the musse!s kept ai the NCS during lha experiment. 1t was observad an increased CAT 
actlv!ty in both groups afler 26 days. The activlty of GST, an important xenobiotle 
conjugaling enzyme, was slgnificantly higher (104 %) only in lha mus.,el$ kept at lhe 
NCS n,93e resull3 may be associaled lo an intreasad depuration abi!ity of this !Jpecies 
whe~ lhey era IIUbmilled to depuration. Additional experimants need to be done lo 
quantify lha !aveia of chemicats in lhe!e orgeni5rns. 
Suppor1ed by CNPqJUNPESQU!SA 97 
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STAR ACTMTY OF BamHI MODULATEO BY WATER OF SOLVATATION 
COVISS!. U. O S. 
UN!RPw SÃO JOSé DO RIO PRETO-SP 

Class 11 n:;slriction eru:ymes presents the ability lo recognize and cli".'aQ9 olhar sita!, 
besides ils conventional one (canonics:l). Thi3 additional Jundion is e8/led ator activity 
and i! happens mainly in conditions or osmoUc stress. In thís v.tlf1t 'Mt studied the 
recognition capeci!y of fhe enzyme BamHI, for Mo star site• loealed in a fragmenl of 613 
ba!lle pair Fokl re"trition fragment rrom plasmid pUC1B. Experimenls in poliactilamida oel 
or eletrof01"$se revsaled lhat the c!ivage of thesa sitas is differentiated by the fii'IZ'Y"14J. 
lhe canonical site (GGATCC) ls totally digoes:ed by enzyme in normal conditiorl$ or 
osmotie 9tress, for two hQuf5 of reaction. Already one of those alar sites {GGATCT), ia 
racognized partially by enzyme under low coso!"~mle concentralions and ~ing to~Uy 
diggesled in 30% of glioerot The aeeond vtar 8ite (GGAACC) presonls a dJVage twice 
sme!ler than the fir.sl, being partially diggested. Our t8sults evidenee that the subslituitian 
ora pilimidine m, for a purina {A) in lhe oontar of the restrlctlon sile itls enoogh lo alter 
or lhe enzyme recognition. The substi!uition of a {C} at the 3' end by 811other pirimldine 
(T}, in lhe end or the site affed!l less lhe recognition. We augg&sted that lhe osmotlc 
atreu cauSGs alterat!ons in the ONA sotvatalion layer, rt~leaaing eome water molecules lo 
lhe bulk solution. This entropic contribuilion lnduces eonformationa/ ehange In lhe ONA., 
increasing the interaetion surt'ace bei'>Wtln the bases and lhe enzyme. 

Outros tem 

T- 02 
PRELIMINARY STUDY OF A NEW AQUEOUS TWO-PHASE SYTEM BASED ON 

CASHEW-NUT TREE GUM ANO POL YETHYLENE GlYCOL 

L.A. Ollvelra 1,l.A. Sarubbo', A.L.F. Porto13,J.l. Lima-Filho', J.M.L Moneatrlna•, J 
lacomlnl', G.M. Campoa·T<tkakfl, E.B, T•mbourgl1 

1. Dopart=mento de Slatomaa Qulmleo. • lnfoiTnitf~-UNJCAMP: 2. Oopartamel 
de Morf<:)Jogl• • Flalologla Anlmai-UFRPE: 3- Laboratório de lmunopatologla Ke 
AsamJ, LIKA-UFPE: 4- Departamento de Bloqulmiea- UFPR; 5· Departamento 
Qulmlca-UNJCAP 

R&eenl!y. U,.,ra h11s been mur:h lllteraat In lhe uae oi aqueous two phaae ayslema ror 
commerclal purillcatlon and ccnceotratlon of blologlcat lermenlation product. Polymerlpolyr 
phlse syatemt are \181)' utel'ul, but eommerclal exploltatlon of the&e produ<::/3 has beeo reslrle 
by lhe hlgh eoal of dextratt used Íll del<tran/PEG phaae aystems on whk:h mos! of lhe ~leratuf! 
baaed. Thereloro, there have beeo a number oi aUemp" to devek>p olher polymer pairs 11 

combine lo form phaae •r-tema having eomparable properties to, bul lower eosts 111 
deldranJPEG ayatema. A new II(!Veous: two.phaae aystem b;~sed on ea&hew-nvt tree gum, 1 
exsudate polysaecharlda from Anaeardium oecid<:Jnlsle L and PEG ls desetibed. Crude gum"' 
c:ollected u natural 'IIX$Udale from a.rJtivated A. occklentale trees Jn Pernambuco s.t31e, Ch 
nodvl<!a lree of bark """'e aetaded to 00 lsolated v!& elhanot preclpitallo<'l. Pha"" dil'ograms for t 
sy;tem cashew lree gvm and PEG molec:ular welght of 4000 and 6000 at pH 7.0, 25 "C. WE 
deacrlbed. Three different 'tietine3-' for each phue--dlagrsm were analy~ed for .Sovine sen. 
albumin (BSA) partltton coefficlent determinallon. The p.ertitlon eoefficlent (K} wu dermed as t 
ratlo belwuen BSA In lha uppor (PEG} and k>wfH" (eeshew-nut lree gum) phaaes. BSA pertllf 
coefflctent inereaaed wilh decreaM In potyrner molecular maSI. The lnrluence of "lieline' l<englh ' 
prole!n partltlon was als.o lnvestigilled. tl waa obaervfld a deaea&a In partitk>o coefflclent w 
!nc:rease In ·uenn.e· lolnglh. Resulta lnd!cate lha"! lh!a h1 a polentt:>lly uselvJ aQueovs two-plla 
system for protnln extradlon. 

Supportoxi by: FAPESP 

T- 04 

lEVElS OF BlOOD lEAO ANO fN V/TRO RESTORATION OF ó-AMINOLEVULINI 
ACIO OEHYORATASE ACTMTY BYZ!NC OURJNG PREGNANCYANO LACTATJON 
~-': Miekeley, N.~. Anastacío. A.S.'; Donangeto C.M.'. 'Departamento c 
Bioqulmica, Instituto de Oulm1ca, UFRJ, Ria de Janeiro; .~Departamento de Quimic. 
PUC, Rio de Jeoeiro. 

Ouriog pregt~aney anel lactation, bone tumover in<:::tesses causing a pre.:tter p 
rt~laaSê frorn bone to blood, 99% bound to r9d blood cells. Activity of ó-aminolevunn·l 
ecid dehydratase (ó-AlA-0) Jri red blood <:ells !s inhibited by klad and een be restored J 

vitro by eddiUon of :t:inc. The purpot.e of this study wss to evaluate longitudinal cha~e 
and relalionship or leed leveis (Pb-RBC), actlvlty of &-AlA-O and in vH.ro % reaetivation ( 
&-AtA-O by zioc In red blood cena of women (n=18) examined at lhe third trimester < 
pregnsncy anel et I'NO months of ladatlon. Wornen were non-occopetionally exposed 1 
Pb, non-arnokers, non-anemie and wtlh blood Pb <10 ~Gfdl. Leveis of Pb wer 
determinod by lndudí'/Giy Couplect Mau SpectrOscopy (!CP-MS), of protein by Ih· 
Lowry method and activlty of 6-Al.A-0 was mea•ured by lhe fomlation of porphobilinoge' 
(PBG). Pb-RBC {p;fg protein) ffia"eased (p<0.001) from pregnancy {0.203 ± 0.08) t• 
tactation (0.280 ± 0.080). Activity oi &-ALA~D (moi PBG/miniL RBC) was similar i1 
pr9gneney (28.4 :t 7.0) and ledaUon {29.0 :t 7.1). Howsver. % reactivation of &-AlA·[ 
with Zn lncreased (p<0.01) from 18.2 :t 6.5 In pmpnancy to 22.8 ± 6.0 in lactation. Pb 
RBC OOO'elated with% rMctivatioo of õ-A.l.A-0 both in pregnancy (r-0.466; p=0.036) arn 
in lactatlon (1""0.638; p=:0,004). These reaults suggest that the release or bone Pb durln! 
pregnancy end lactstion may have bioOogicaJ significance even in women wlth 1ow levell 
of blood lead. 
[Finsoc;:ial r.upport: CNPq, FtNEP, PAOCT] 
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CHARACTERIZA110N OF MyeOI»t::ferlum leptag lAMININ 8/NO!NG PROTEIN{S}: A CANOIOATe 
AOHESIN INVOLVEO IN 8ACTERIA ATTACHMENT TO SCHWANN CELLS 
Pg:urnlani M C y '. Marquea. M.AM. 1

, Antonio. V. L, '. Samo. E.' and Bronnan. P.J. ~ 
• 1. LaborelóOo de Han~ronla!e, Fundaçao o-Ido Cf\11.:, Rio de Janeiro -R.J., 2. Co!orado 
• Stato Unlveraily. Fort Col!ins, CO. USA 

Myr:;obaderium leprae ls an Jntr&oeUular palhogen thet Invades Sehwunn cells of lhe r>erlpheraf 
nerves Jea<fmg lo lhe disabifftia~ end defom'IÍiies seen in teprosy patianUõ. Rec:ent P''bllealions 
Jmplleato lamlnln·2 {LN·2} anel o;-<fystmg!yeatt pr-esent Or'l lhe svrlaee of Sehwann e-.IJs In lhe 
proeess or alti!Chment ot lha bllÇ:Ielia lo lhese ceRs arn:l aubsequenl uptake. In lhe pres!'"tt stu(ty, 
- deaet1be: 1) lhe blochemk:al ctlaraet&riullon of tarninin blndlng proleln eand!datl!' ·' or lha 
baderla arn::l2) the establlshment of en In 'VItro eulture system to lurthef' lnvesttgate lhe lrrtcradlon 
o1' M. /cPnlfl wllh Sd'lwar>n eaus. To ldent!fy tho LN-2 blndlng protelns. M. leprae cell wall wu 
purtned and ovosrtay esa11y3 wera porfarmed wtth blotlnylatOO LN-2. A slr>g!e fJtld alrQ!lg band oi 
epprtlldmalely 25 kOa was delectad In lhese asseys. A preperative SDS·PAGE wes than 
perftlnned and lhe salecled reglon ot lhe gel we3 exclsed arn:1 sub}ed.ed to ln-gel proteo1)11c 
dige!tlon wlth trypsin. The reSUlllr!g peptldes wera sequenced allcwing tha ~entification of nina 
prolelr!3. elght oi' lhBm c:orreapondlng to oew protelns of lhe baclllus. Baaed on lheir hlgh pf, ~ 
olltlasa proteins, rlbosorrud protalns S4 aod 55 and e hf.!I:IOF19-H~e protein, went ctlosen as tna 
mo11t ptab3ble i8mlnfrl blndlng pn;lleln cendld<ltes. The g&ne o:xfJng for the hi$1one-llke protein 
was PCR amplil'led and c:ton9a lnto lhe PTYB2 e,.;preuion vector. CurrenUy lhe protein In beirlg 
axpraned in ordar to eontlrm ltt lemWn blndlng capadty. S4 em:! Sfi rtbosomel protelns will also 
be oblained ~owtog lhe same stralegy. In parqJIGito these studleS, we heve irr.'es!Jga«td the 
lnteractJon of M. lepr3e wllh lhe human BC:tlw'9MC;IITia cell llne ST-8814. lnft!J:II 
lmmur'lohlJtochemlc31 analyala uslng a lpeeffie monoclonal antlbody demonslnlted tha1 ST-8814 
ceH!l exprau sburldent LN-2 on lhelr IUI'face. The Jnteradlon ot FITC--Isbeled M. leprae wllh 
lhe se ClilliS was lhen lnvesllgeled, as wet·ru lhe lnfluenc:e o! sofubJs lamlnin in this; Jnleraefion. M. 
leproe wa1 sbla to reedily Jnterad Wilh lh&se eell.,, and 41'1 a.rorape of 2.6 :t;O .22 baetarla/ooQ was 
obs~ atter 1 h lncuballon et 37 "C. By pre-tresling M. Jeproe with soluble L.N-2 {100 I'Q/ml}, 
Jts edhelllnc& to ST-8614 cetls; wa" algnffleonlly lnc:reased (6.5 :0.9 baet.erleJcab), suçgestlng that 
lemlnln ls el$0 modlstll'1g lha bll'ldlng or M. /eprae to SChw:;mn Cl'llls In thls In vltro system. 

Supporfed by Contract No. NIH, NIAID N01 Al-55262 



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

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

Abstract A continuous perforated rotating disc 

contactor was used to extract bovine serum albumin 

(BSA) witb aqueous two-pbase systems based on 

polyetbylene glycol (PEG) and phospbate salts. The 

dispersed pbase hold up and mass trausfer coefficient 

were measured. We found tbat tbe dispersed pbase 

holdup increased witb increasing PEG pbase velocity. 

The overall mass tranSfer coefficient for BSA was found 

to be independent of tbe PEG pbase velocity. 
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c.,- concentration of BSA in PEG-rich pbase at tbe 

column inlet (mg/ml) 

c •• -concentration of BSA in PEG-rich phase at tbe 

column outlet (mglml) 

H- dispersed pbase holdup 

Ka.- mass trausfer coefficient (min"1
) 

K- partition coefficient 

VD- dispersed pbase velocity (rnllmin) 
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Introduction 

Aqueous two-pbase (bipbasic) systems bave been 

extensively used for separation and analytical studies of 

biomaterials since Albertsson [ 1] developed tbe 

technique in tbe 1950s. Although similar in principie to 

conventioualliquid-liquid extraction, aqueous two

pbase extraction encounters uncommonly wide ranges 

of physical properties. For iustance, the density 

difference between the two pbases varies over the range 

10-100 kglm3
, the interfacial tension, over the range 

10-3 -10"2 mN/m, and the viscosities over the range 10-

1000 mPas. Couventioualliquid-liquid extraction does 

not encounter property ranges of this magnitude [2]. 

It has been shown tbat conventioual extraction 

techniques can be conveniently applied to aqueous two

pbase systems such as polymer-salt or polymer-polymer 

systems [ l]. 

Aqueous two-pbase systems bave an important 

potential in downstream processing such as large-scale 

continuous operation for the separation ofbiomolecnles. 



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 indnstry 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 recomhinant cutinase from an aqueous 

solution to a reversed micellar phase of Aar in 

isoctane [ 5]. 

For the design of commercial scale columns, 

data on the following parameters are needed: protein 

mass transfer coeflicients, 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. 

Specifícally, we measured the dispersed phase holdup 

(H) and mass transfer ciofficients and developed 

correlations for both of them with different dispersed 

phase velocities. 

2 

Materiais and methods 

2.1 

Materiais 

Bovine serum albumin (BSA) ofthe 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 ofthe components was stirred for 5 

hours to equilibrate. An extra two hours was allowed 

for the phases totally separate [ 6]. Table l shows the 

composition ofthe 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±l). 

2.4 

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 chanuel 

peristaltic pumps with a flow of 1.0 ml/min for the 

continuous phase while the dispersed phase velocity 

varied in the range L0-3.0 ml/min. The samples were 



collected from the extracted and raffinated phases at lO, Where Cu and C are the concentration of BSA in the 

20, 30, 40, 50, 60 and 70 minutes. upper (PEG) and lower (phosphate salts) phases, 

respectively. 

Table 1. Composition ofthe aqueous two-phase systems 

studied 

Polymer PEG (%p/p) and salts (%p/p) 

type "Tieline 1" "Tieline 2" "Tieline 3" 

PEG 550 16.7/14.8 17.7/15.7 19.7/17.7 

PEG 1000 16.2/14.3 17.7/15.7 19.7/17.7 

2.5 

Dispersed pbase 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 achivied. The fractional holdup of the 

PEG phase was calculated from the expression: 

H= volume of dispersed phase/ volume of the aqueous 

2.7 

Mass transfer determination 

To determine mass trausfer coefficients, in addition to 

measure partition coefficients, the trausfer rate ofBSA 

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 ofBSA (1mg/ml) mixed in 

the PEG phase was pmnped at a k:now flow rate. 

Sarnples of the phases were collected and analyzed for 

BSA content. 

The mass trausfer coefficient was expressed in 

terms of the concentrations by following a simple 

material balance: 

two-phase system Kaa= L/V[(In Cu, -KC) I ( C~-KC)] 

2.6 Where L is the PEG phase flow rate (ml/min), Vis the 

Partition coefficient determination dispersion volume (ml), Kaa is the mass trausfer 

To measure partition coefficients, which were needed to coefficient (min'
1
), C"' and C~ are the concentrations 

compute overall mass trausfer coefficients, weighed of BSA in the PEG phase at the column inlet and outlet 

quantities ofPEG and phosphate salts were placed in a (mg/ml), respectively; C is the concentration ofBSA in 

test tube; a weighed quantity ofBSA was added to the phosphate-rich phase (mg/ml) and K is the protein 

mixture. The tnbe was stoppered and shaken vigoronsly partition coeflicient. 

to dissolve the BSA and to allow partition between the 

phases. Samples of the phases were then removed. The 2.8 

BSA content was determinated by the Bradford method Density and viscosity determination 

[7]. The partition coeflicient (K) was calculated as: Viscosity and densities measurements of the phases 

were carried out using a Ubbelohde Capillar Viscometer 

K = CjC anda PAAR DMA 6000 Densitometer, respectively. 

3 



Results and discussion PEG-phosphate salt systems studied in this work (Iable 

1). It can be observed, that the PEG phase holdup 

3.1 increased with increasing PEG phase velocity for both 

Influence of the dispersed phase velocity ou the systems. Kumar and Hartland [8] indicate that the drop 

dispersed phase holdup in different systems size decreases with na increase in VD. Therefore, an 

compositions increase in VD increases the numbers of drops and 

The dispersed phase holdup is an important parameter leads to an increase in the values of H [ 6]. These results 

for the hydrody:oamic characterízation of extraction are similar to those described by Sawant et ai. [2].and 

equipment. It refers to the fraction of polymer retained Raghav Rao et ai. [9]. Similar elfects were observed in 

in the equipment. other multiphase contactors such as bubble columns, 

The elfect of dispersed phase velocity (VD) was sluny reactors, air-lift loop reactors, fluidized beds and 

studied in the range I. O -3.0 ml/min. Figures I and 02 spray columns [6,10]. More recently, we 

show the dispersed phase ho1dup (H) values for both 

Table 2. Densities and viscosities ofthe phases ofthe two-aqueous systems studied 

Po1ymer Víscosíty (mPas) Densíty (Kglm3
) 

type PEG salts PEG salts 

PEG550 tie line 1 5.9 2.4 1097.9 1224.2 

tie line 2 8.0 2.3 1098.6 1237.7 

tie line 3 12.5 2.5 1098.9 1270.0 

PEG 1000 tie tine I 7.0 1.2 1093.0 1229.4 

tie line 2 10.0 2.2 1093.5 1282.1 

tie line 3 15.0 2.3 1094.8 1292.3 

a1so observed such behaviour for cytochrome b5 Thís behaviour was not observed in our studies since an 

continuous extraction using the sarne contactor used in increase in the system composition led to minor values 

thís work [11]. for the PEG phase holdup, although we had observed an 

It ís known that the drop rise velocity decreases increase in the viscosíty ofthe continuous phase (sal! 

with íncreasing viscosity ofboth phases [12]. The rich phase). Similar results were observed by Sawant et 

reduction ai. [2] and Venancio et ai. [lO]. 

in drop-rise velocity, resulting from increased As the polymer concentration (tieline length) 

viscosities, increases the PEG residence time in the increases, an increase in the interfacial tension leads to 

colurnn. So, increasing residence time, increases the an increase in the drop diameter, in the density 

fold upvalues. dilference and 

in the viscosity. Ali these elfects act together resulting 

in an increase of the size and velocity drop, decreasing 



the dispersed phase hoidup [I2]. Also, "~th the increase 

o f the drop -ri se veiocity, caused by the increase of the values of the dispersed phase holdup. These results are 

difference of the phases densities, the residence time o f similar to those obtained by Jafarabad et al. [ 6] using 

the drop PEG-phase decreases, reducing the hoidup PEG/phosphate systems in spray columns. 

[9]. This behaviour can be explained in terms of the 

physical properties of the systems, such as density and 3.2 

viscosity wlúch increase mth the system composition Influence of the dispersed phase velocity on the mass 

(tieline !ength) as shown in Table 2. The tielines transfer coefficient in different systems compositions 

situated near the criticai point show lúghest Figures 3 and 4 show the variation of the mass transfer 

coeflicient (Kda) mth the VD. Both systems ofTable I 

were employed to measure Kda. 
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The results obtained mth PRDC showed an 

independence of the mass transfer coeflicient mth the 

VD increases. On the other hand, studies mth spray 

columns 

in aqueous two-phase systems demonstrated an increase 

of the mass transfer coeflicient mth the VD increases, 

once the drop size in lúgher velocities is minor and 

produces big areas ofmass transference[2,6,9,I3,I4]. 

lt can also be observed from the figures that 

the mass transfer coeflicient decreases mth increasing 

the tieline lenght for ali the biphasic systems analyzed 

This behaviour was also observed in spray columns 

mth PEG/reppal systems [I O] and PEG/phosphate 

systems [ 6]. 

This beha'Viour can be explained by the 

increase in the density difference between the phases, in 

the viscosity and interfacial tension. Second Forciniti et 

al. [I5], the interfacial tension increases mth 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 coeflicient is less for 

bigger tielines. Still, the figures show a discrete 

increase in the mass transfer coeflicient mth increasing 

PEG molecnlar mass. Sinlilar results were observed by 



Sawant et al. [2] and Jafarabad et al. [6] for 

PEG/phosphate systems. 
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4 

Conclusions 

In this article we studied BSA continuous extraction 

using a perforated rotating disc contactor with two

pbase aqueous systems. Specifically, we measured the 

dispersed pbase holdup and the mass transfer 

coefficients for various dispersed pbase velocity. 

The main advantage of the perforated rotating 

disc contactor is that lhe pbases separate without lhe 

need of a centrifuge. An additional advantage is that the 

design methods commonly used for mnltipbase reactors 

apply to the two-pbase extraction. 

We measured dispersed pbase holdup. We 

found that holdup increased with increasing PEG pbase 

velocity; it also increased with decreasing the tieline 

length. For transfer mass, it was independent ofthe 

PEG pbase velocity increase and it decreased by 

increasing the tieline length. 

Acknowledgements 
This work was carried out with financiai 

support by FACEPE, CAPES and F APESP. 

References 

I. Albertsson, P.A. fu.: Partition of Cell and 

Macromolecu!es, New York: Wiley 1986 

2. Sawant,S.B., Sikdar, S.K: Hydrodynamics and mass 

transfer in two-phase aqueous extraction using spray 

columns, Bioteclmol. Bioeng. 36 (1990) 109-115 

3. Save, S. V., Pangarkar, V.G., Kumar, S. V.: 

lnteusification of mass tranfer in aqueous two-phase 

systerns. Bioteclmol. Bioeng. 41 (1993) 72-78 

4. Tambourgi, E.B., Pereira,J.AF.R: The efficiency of a 

rotating disc contactor. Latiu Am. Appl.Research, 23 

(1993) 257-260 

5. Carneiro-da-Cunha, M.G., Aires-Barros,M.R, 

Tambourgi, E.B., Cabral,J.M.S.: Recovery of 

recombinant cutinase -with reversed micelles in a 

continuous perforated rotating disc contactor, Biotechnol. 

Tech. 8 (1994)413-418 

6. Jafarabad, KR, Sawant,S.B., Joshi,J.B., Sidkar,S.K: 

Enzjme and protein mass transfer coefficient in aqueous 

two-phase system. 1- Spray extraction co!UlilllS, Chem. 

Eng. Sei. 47 (1992) 57-68 



7. Bradford, M.M.: A rapid and sensitive method for the 

quantification o f microgram quantities o f protein utilizing 

the principies of protein-dye binding, Anal. Biocbem, 72 

(1976) 248-254 

8. Kumar, A., Hartland, S.; Prediction of drop size 

produced by a multiorifice distnbutor, Trans.lnst. Chem. 

Engrs.60 (1982) 35-39 

9. Raghav Rao, K.S.M.,Szlag, D.C., Sidkar, S.K., Joshi, 

Sawant, S.B.: Protein extraction in a coltunn using a 

polyethylene glycol-maltodextrin two-phase po1ymer 

system, Chem. Eng. J. 46 (1991) B75-B81 

10. Venâncio,A ., Teixeira, J.A .: Protein mass transfer 

studies on spray co1umn using the PEG-Reppal PES I 00 

aqueous two-phase system, Bioprocess Eng. 13 (1995) 

251-255 

11. Porto,A. LF., Lima-Filho, J.L, Aires-Barros, M.R., 

Cabrai,J. M.S., Tambourgi, E. R: Extraction of 

recombinant cytocbrome b5 from disrupted Escherichia 

co/i cells with an aqueous two-phase system in a 

continuous perforated rotating contactor, Appl. Biochem. 

Biotech, 60(1996) 114-122 

12. Clift, R., Grce, J.R., Weber, M.E.: Bubbles, drops and 

particles. New Y ork: Academic Press 1978 

13. Jafarabad, K.R., Sawant, S.B., Joshi, J.R, Sidkar, 

S.K.: Enzyme and protein mass transfer coefficient in 

aqueous two-phase systemm.II- York-scheibel extraction 

colunms, Chem. Eng. Sei 47 (1992) 69-73 

14. Pawar, P.A ., Veera Parasu, U., Sawant, S.B., Joshi, 

J.B.:Enzyme mass transfer coefficient in aqueous two

phase systems: modified spray extraction colunms. The 

Canadian J. Chern Eng. 75 (1997) 751-758 

15. Forciniti,D., Hall, C.R., Kula, M.R.: lnterfacial tension 

o f polyethy1ene glycol-dextran-water systems: influence o f 

temperature and po1ymer molecular weight, J. Biotechnol. 

16 (1990) 279-296 



ICheaP-4 

The fourth ltalian Conference on 
Chemical and Process 

Engineering 

Florence, ltaly, May 2-5,1999 

Organized by ~! 
lhe Italian Association o f Chemical Engineering 

PROCEEDINGS 

VOLUME/ 



ICheaP-4 The Fourth ltalian Conference on 
Chemical and Process Engineering 
Florence, ltaly, May 2-5.1999 

MASS TRANSFER AND SEPARATION EFFlCIENCY STUDIES USING A 
PERFORATED ROTATING DISC CONTACTOR 

A. L F. Porto'"·', LA. Sarubbo', L A. Oliveira', L.F.D.F. Vieira', J.L. Lima-Filho'·' aod E.B. 
Tambourgi5 

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal- Universidade Federal Rural de Pernambuco 1
, 

Departamento de Química- UNICAP', Departamento de Bioquímica- Universidade Federal de 
Pernambuco', Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami- Universidade Federal de 
Pemambuco4

, Departamento de Sistemas Químicos e Jnformática-FEQ- Universidade Estadual 
de Campinas', CP- 6066- CEP 13081 - Campinas-SP-Brasi1- E-mail: 
elias@desq.feq.unicamp.br. 

ABSTRACT: Aqueous two-phase systems have an importao! potential in downstream 
processing as large scale continuous operation for the separation of proteins and remova] of 
contaminants frorn fermentation broth. Extractíon columns with rotatory motion, namely a 
rotating disc contactor (RDC) and a perforated rotating disc contactor (PRDC), with free area 
flow are used in industry as an altemative apparatus to conventiçnal separations equiprnent. This 
work describes mass transfer mechanisms and separation efficiency in a perforated rotating disc 
contactor using an aqueous two-phase system composed o f polyethylene glycol (PEG) and 
potassiurn phosphate salts. The salt-rich phase was used as continuous phase, and PEG-rich 
ph.Se as the dispersed phase. The behaviour o f 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 o f the mass transfer 
coefficients with the protein molecular masses for all proteins tested, although the efficiencies 
separation had shown a direct dependente with the molecular mass increase o f the proteins.The 
results suggest that this type of extractor can be successfu!Jy used as a continuous extraction 
equipment for protein and enzyme using aqueous two-phase system. 

INTRODUCTION 

Aqueous two-phase systems are formed when aqueous solution of two poiyrners are 
rnixed. Such systems have been found to be suitable for partitioning of proteins and cell 
orgaoelles (Dissíng aod Matiasson, 1994). Aqueous two-phase (biphasic) systems have been 
extensively used for separatíon and analytical studies ofbiomaterials since Albertsson developed 
the technique in the !950s. (Lopez-Perez 1996). This technology offers an attractive step in the 
separation and purification o f proteins from their major contaminants. 

The main advantages of aqueous two-phase systems over traditional adsorption 
separation processes lies in their ability to handle particulate materiais and to process large 
volumes in a continuous mode. Separation can be achieved whereby the partículates and major 
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contaminants partition to lhe bottom phase and lhe protein product to lhe top phase (Ansejo et 
a/., 1994). 

Extraction columns with perforated rotating disc contactor (PRDC) with different free 
area flow (Tarnbourgi el a/., 1993) are used in industry as an alternativo apparatus to 
conventional separation equipment. With these types of .extractors, high mass transfer rates 
between the phases are obtained by recombinant cutinase from a aqueous solution to a reversed 
mice!lar phase of AOT in isoctane (Carneiro-da-Cunha et a/., 1994). 

This work describes the mass transfer mechanisms and separation efficiency in a 
perforated rotating disc contactor using aqueous hvo-phase systems for different mass molecular 
proteins. 

MATERIALS AND METHODS 

Microorganisms: The organisms used in this study to produce cytoclrrome b5 and protease 
were Escherichia co/i (TBl), Von-Bodman et a/, 1986 and Srreptomyces clavuligerus NRRL 
3585, respectively. 

Recombinant cytochrome bS and extraceUular protease production: The cytochrome b5 
was produced by fermentation in Lauriarn Bertini (LB) medium at 37"C, during 24 hours in 
rotatory Shaker (250 rpm). The extracellular protease was produced by fermentation from MSD 
medium described by Porto et a/., (1996) at30"C during 96 hours in rotatory shaker (200rpm). 

Ascorbic oxidorreductase extraction aud activity: The ascorbic oxidorreductase extraction 
was carried out from Curcubita maxima according to the methodology described by Carvalho et 
ai. (1981 ). The activity was assayed at 25"C in bolh phases as discribed by Carvalho et a/. 
(1981) using ascorbic ácidas substrate. 

Experimental apparatus: The perforated rotating disc contactor, was made o f perpex tube 32 
mm i.d and 16 mm 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 rnm in diameter and 
drilled wilh 20 holes o f lhe 1.5 rnm diarneter (disc free area for flow 20.0%). The column was 
maintained at room temperature (24° C± 1 ). 

Experimental procedure: The aqueous two phase systems of desired compositton were 
preparated according with Jafarabad et ai., (1992) containing PEG 1000 (18 % wlw) and 
potassium phosphate salts (16,0 % wlw) and crude extract containing cytochrome b5 (32.0 
mg/1), PEG 1000 (19,7% wlw) and potassium phosphate salts (17,0% w/w) and crude extract 
containing protease (59,4~g/ml) and PEG 1000 (19,7% wlw) and potassium phosphate salts 
(17,7 % wlw) and crude extract containing ascorbic oxidorreductase (60~g/ml). 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 

... flow rates o f 3.0 ml/min and 1.0 mUmin, to disperse and continuous phases, respectively. 
Sarnples were collected from lhe extracted and raffinated phases at 1 O, 20, 30, 40, 50, 60 and 70 
minutes. 
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Cy1ochrome bS determination: The concentration of cytochrome in each phase was 
determinated by measuring the absorbance at 4llnm (molar absorptivity g= 130 llmmol em) 
using a Hitachi UV-VIS spectrophotometer (Von-Bodman et ai., 1986). 

Protease activity detennination: 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 l.OmM CaCI2, was used as substrate. One unit o f activity is defined as the amount o f 
enzyme that produces an increase in absorbance of 1.0 in Ih at 440nm. 

Protein determination: Total protein was quantified using Bradford (1976) assay. lhe sarnples 
o f the top and bottom phases were diluted at least 111 O with water before the addition o f the dye 
to eliminates the interference of PEG 1000 and phosphate on the protein assay. A blank was 
prepared adding to dye a sample o f the top and bottom phases o f 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 tenns ofthe concentrations by foUowing a simple material balance such as: 

K,= LN (In C,,· KCI (C"- KC) 

Where L is the PEG phase flow (m1/min); V is the dispersion volume (ml), K, is the overall 
mass transfer coefficient (min-1

), Cu is the concentration of protein in the PEG-rich phase 
(Jig/ml); Cu; and Cuo are the concentrations of protease in the phase at the column inlet and 
outlet. respectively. 

l\1.urpbree separation efficiency (E) determination: The separatíon 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 Ci is the protein concentration in the raffinated phase, i f the system 
were in equilibrium. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Table 1 summarizes the mass transfer coefficients and separation efficiencies for 
cytochrome bS, 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, a1though the efficiency separation seems to show a direct 
dependence with the molecular mass increase for the three proteins studied. 

Investigations with York-Sheibel colurnns 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 columns (Jafarabad et 

ai .. 1992), while the mass transfer coefficients for the PRDC using PEG-potassium phosphate 
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system were 26 times hlgher than the ones for spray and York-Sheibel colunms (Sawant et ai., 
1990, Raghav Rao et ai., 1991, Jafarabad et ai., 1992). This information is very important for 
the "scale up', o f extraction processes using this kind o f equipment. 

Once there are no data in literature about protein continuous extraction using a PRDC, it 
is difficult to discuss the results found in thls work. 

In this research we tried to k.now the behaviour of different mass molecular proteins from 
the crude extract obtained by fermentation or by direct extraction from vegetal materiaL 

Proteins 

cytochrome b5 
protease 
ascorbic 

oxidorreductase 

Molecular mass 
(Da) 
13600 
47000 

150000 

I Mas~ transf~r I Murphree efficiency 
coeffic1ent (mm·') 

0.06 0.97 
0.06 

0.05 

0.2 

1.4 

T able 1 - Mass transfer coefficients and separation efficiencies for cytochrome b5, protease and 
ascorbic oxidorreductase. 
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ABSTRACT: Aqueous two-phase systems (A TPS) have found widespread use in 
biochemica! research for separation and purification o f macromolecules, cells and 
particles. Extraction using ATPS has the advantages ofthe 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 o f protein using A TPS has 
lirnited examples in the literature. this work describes the continuous extraction o f 
different proteins (cytochrome b5, protease and ascorbic oxidorreductase) using ATPS of 
polyethylene g!ycol (PEG) and potassiwn 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 of2.0, 3.0 and 22.0 after 70 minutes o f operation, for cytochrome b5, protease and 
ascorbic oxidorreductase, respectively. The results obtained with a perforated rotating disc 
contactor confirm the feasibility ofthis equipment for extraction o f proteins and enzymes, 
resulting in a reduction ofthe protein extraction process steps which may lead to a more 
efficient process. 

INTRODUCTION 

Aqueous two phase partition is a technique that can be used efficiently for the separatiop 
and purification o f proteins owing to its sirnplicity, rnidness and high yields (Abbot et ai., 1990; 
Albertsson, 1986; Kula, 1990). 

Aqueous two-phase system are fonned when aqueous solutions of two polymers are 
rnixed. The most cormnonly stUdied two-phase system consist of polyethylene glycol (PEG) 
and potassium phosphate salts. Extraction columns with rotatory motion, narnely a rotating di se 
contactor (RDC), with free area flow are used in industry as an alternativo apparatus to 
conventional separation equipment (Tambourgi et al .• 1993). This work describes the behavioUI 
o f different proteins in contínuos using aqueous two-phase systems o f polyethylene glycol and 
potassium phosphate salts ..• 
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Microorganisms: The orga:nisms used in this study to produce cytochrome bS and protease 
were Escherichia coli (TBI), Von-Bodman et al, 1986·and Streptomyces clavuligerus NRRL 
3585, respectively. 

Recombinant cytochrome b5 aod extracellular protease production: The cytochrome b5 
was produced by fermentation in Lauriam Bertini (LB) mediwn at 37'C, during 24 hours in 
rotatory Shaker (250 rpm). The extracellular protease was produced by fennentation from MSD 
medi um described by Porto et ai., ( 1996) at 30'C during 96 hours in rotatory shaker (200rpm). 

Ascorbic ox.idorteductase extraction aod activity: The ascorbic oxidorreductase extraction 
was carried out from Curcubita maxima according to the methodology described by Carvalho et 
a/. (1981). The activity was assayed at 25'C in both phases as discribed by Carvalho et ai. 
(1981) using ascorbic acid as substrate. 

Experimental apparatus: The perforated rotating disc contactor, was made of perpex tube 32 
nun i.d and 16 mm high. Six perfored discs equally separated were mounted on a central shafi 
which was rotated at velocity of 140 rpm. The perforated discs were 30 mm in diarneter and 
drilled with 20 boles o f the 1.5 mm diarneter (disc free area for flow 20.0%). The colunm was 
maintained at room temperature (24' C ±1). 

Experimental proc.edure: The aqueous two phase systems of desired compositton were 
preparated according with Jafarabad et at:, (1992) containing PEG 1000 (18 % wlw) and 
potassiurn phosphate salts (16,0 % w/w) and crude extract containing cytochrome b5 (32.0 
mgll), PEG 1000 (19,7% wlw) and potassiwn phosphate salts (17,0% w/w) and crude extract 
containing protease (59,4J.1g/m1) and PEG 1000 (19,7 % w/w) and potassium phosphate salts 
(17,7% w/w) and crude extract containing ascorbic oxidorreductase (60J.1g/ml). The colunm 

~ was operated in continuous manner. The flow rates of disperse. continuous. raffmated and 
extracted phases were maintained constant by usiiJ,g two multi channel peristaltic pump with a 
flow rates of 3.0 ml/min and 1.0 ml/min, to disperse and continuous phases, respectively. 
Sarnples were collected from the extracted and raffinated phases at I O, 20, 30, 40, 50, 60 and 70 
minutes. 

Cytochrome b5 determination: The concentration of cytochrome in each phase was 
determinated by measuring the absorbance at 41lnm (molar absorptivity <= 130 1/nunol em) 
using a Hitachi UV-VIS spectrophotometer (Von-Bodman et ai., 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% wlv) in 0. 2M Tris-HCI, pH 7.2 
containing l.OmM CaC12• was used as substrate. One unit o f activity is defined as the amount o f 
enzyme that produces an increase in absorbance o f 1.0 in lh at 440nm. 

Protein determination: Total protein was quantified using Bradford (1976) assay. The sarnp1es 
o f the top and bottom phases were diluted at 1east 1/1 O with water before the addition o f the dye 
to eliminates the interference o f PEG 1000 and phosphate on lhe protein assay. A blank was 
prepared adding to dye a sample o f lhe top arid bottom phases o f a corresponding phase system 
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without protein extract, diluied in the same way. The total protein recovery in both phases was 
comparated with protein initiaJly introduced in the system. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Figures 1, 2, 3 and 4 show tbe results obtained for contínuos extraction of cytochrome 
b5 and ascorbic oxidorreductase. It can be observed a constant increase in lhe capacity for 
extraction from PEG-rich phase (raffinated phase) to the phosphate-rich phase (extracted phase) 
during the time o f experiments for t~ese two proteins, which demonstrated a similar behaviour. 

Figure l-Total protein and cytochrome b5 
in extracted phase. 

Figure 3-Total protein and ascorbic 
oxidorreductase activity in extracted phase. 
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Figure 2-Total protein and cytochrome b5 
in raffinated phase. 

Figure 4-Total protein and ascorbic 
oxidorreductase residual activity in 
raffinated phase. 

An extraction corresponding to 78% of cytochrome b5 and 44% of total protein and a 
purification factor of2.0 were achieved in these conditions, wlúle I 12% activity and 48% total 
proteins were reached for ascorbic oxidorredutase. Figure 3 exlúbits the behaviour of total 
protein and residual cytochrome b5 in the raffi.nated phase after extraction. This results show a 
decfease of these parameters in the first 10 minutes and a Jittle variation until the end of 
experiments. Figw-e 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 o f 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 frorn the salt-rich phase to lhe PEG-rich phase was observed 
until the end of experirnents, reachlng 38,54% total protein and 112% activity recovery. After 
1 O min o f extraction, it was not possible to detect activity in. the salt-rich phase, suggesting a 
complete transfer of protein to the extracted phase. A purification factor of 3.0 was acltieved 
after 70 minutes o f operation. 

During the time of operation the two-phase interfase was well defined for ali sy•terns 
studied. The results obtained showed a similar behaviour compared with the extraction of the 
recombinant cutinase with reversed micelles (Carneiro-dá-Cunha et a/, 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 systerns without phase separation problems. 
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Figure 5-Total proteln and protease 
activity in extracted phase. 
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