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RESUMO

ZUNIGA, Abraham Damian Giraldo, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
julho de 2000. Sistemas aquosos polietilenoglicol-sal: separagao de
o-lactoalbumina e B-lactoglobulina do soro de queijo e hidrodindmica
em um extrator Graesser. Orientadora: Jane Sélia dos Reis Coimbra.
Conselheiros: Luis Antonio Minim e José Antonio Marques Pereira.

Neste trabalho foi estudada, em uma primeira etapa, a separacao das
proteinas do soro de queijo o-lactoalbumina (o-la) e B-lactoglobulina (B-1g)
usando Sistemas Aquosos Bifasicos (SABs), compostos por polietilenoglicol
(PEG) e fosfato de potassio (FFP). A selecdo dos SABs foi feita avaliando-se
a relacdo de volume entre as fases e os coeficientes de particido das
proteinas (K). O sistema que melhor separou as proteinas foi constituido por
18% de polietilenoglicol e 18% de fosfato de potassio em pH 7. Foi analisada a
influéncia da massa molar do PEG (1.500, 4.000, 6.000 e 8.000 daltons) sobre
o coeficiente de particdo. Os dados de particdo para o-la mostraram que,
quanto maior a massa molar do PEG, menor o valor de K. Para a B-lg foi
observada tendéncia inversa de crescimento de K com a elevacdo da massa
molar do polimero, exceto para PEG 8.000. Foram medidas a viscosidade,
densidade e tensao interfacial para os SABs PEG/FFP pré-selecionados. A

fase inferior rica em FFP apresentou-se mais densa que a fase superior rica
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em PEG, e a viscosidade mostrou comportamento inverso. Visando a
caracterizagao hidrodindmica do extrator Graesser para estudos futuros de
separagao continua das proteinas o-la e B-lg, foi feito, em uma segunda parte
do trabalho, um estudo de distribuicdo de tempos de residéncia (DTR) e dos
coeficientes de mistura axial nas fases polimérica e salina, da fracio retida da
fase polimérica no extrator ("Hold-Up") e do ponto de inundagédo. O sistema
analisado nessa etapa foi composto por 18% de PEG 1.500 e 18% de FFP. Na
faixa de velocidades de agitagdo avaliada, de 6,6 a 15,5 rpm, os valores de
"Hold-Up" mantiveram-se restritos a uma pequena faixa de variacdo e
diminuiram com o aumento da relacdo de vazdes entre as fases
salina/polimérica. Os tempos de residéncia médios foram de 58 minutos para a
fase salina e 65 minutos para a fase polimérica. Para descrever a DTR, foram
testados quatro modelos de distribuicdo de tempos de residéncia: o da
dispersao, aberto e fechado, o da difusdo molecular e o de tanques em série.
O modelo de dispersdo axial para um sistema aberto foi o que melhor
representou os dados experimentais. Para a velocidade de agitagdo de 6,6 rpm
ocorreu inundagao na condicdo de operacao de 80 mL/min para a fase salina
e 8 mL/min para a fase polimérica. A mistura axial aumentou com a elevacao
da velocidade linear das fases, mostrando dependéncia suave com relagao a

elevacao da velocidade de rotacao.
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ABSTRACT

ZUNIGA, Abraham Damian Giraldo, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
July, 2000. Aqueous systems polyethylene glycol-salt: separation of o-
lactalbumin and B-lactoglobulin of cheese whey and hydrodynamic in
Graesser contactor. Adviser: Jane Sélia dos Reis Coimbra. Committee
Members: Luis Anténio Minim and José Antonio Marques Pereira.

In this work was studied, in a first stage, the separation of whey
proteins, alpha-lactalbumin (o-la) and beta-lactoglobulin (B-Ig) using Aqueous
Two-Phase Systems (ATPS) composites for polyethylene glycol (PEG) and
potassium phosphate (FFP). The selection of the ATPS was made evaluating
the relation volume between phases and the proteins partition coefficients (K),
the system that better separated proteins it was constituted by 18% of
polyethylene glycol and 18% potassium phosphate in pH 7. The influence of the
molar mass the PEG (1.500, 4.000, 6.000 and 8.000 daltons) on the partition
coefficient was analyzed. The data of partition for o-la showed that the increase
of the PEG molecular mass, decreasing the K. For B-lg was observed an
inversed behavior of K on the increase of the PEG molecular mass, except for
PEG 8.000. Phase viscosity, density and interfacial tension were determined.
Bottom phase, rich in FFP is more dense than top phase rich in PEG
and the viscosity has an invert behavior. Aiming at characterization
hydrodynamics of the Graesser extractor for future studies of continuous

separations of whey proteins (o-la and 3-Ig) was made, in second part of the
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work, a study of residence times distribution (DTR), axial mixing coefficients in
the polymeric and saline phases, the Hold-Up of polymeric phase in the
extractor and of the point of flooding. The system analyzed in this stage, was
composite for 18% PEG 1500 and 18% FFP. In the evaluated band of speeds
agitation, 6.6 and 15.5 rpm, the values of Hold-Up had been restricted a small
band of variation and had diminished with increase the relation of flows rate.
The average residence times, been 58 minutes for saline phase and 65
minutes for polymeric phase. To describe the DTR four models of residence
times were tested. The model of dispersion for open system was what better
represented the experimental data. For the agitation speed of 6.6 rpm occurred
flooding in the condition of 80 mL/min for saline phase and 8 mL/min for
polymeric phase. The axial mixing increase with the elevation of speed linear
phases, showing a soft dependence with relationship to elevation the rotation
speed.
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1. INTRODUGAO

O soro de queijo € um efluente industrial rico em proteinas, mas nao
aproveitado de forma eficiente. Quando descartado sem tratamento adequado, é
altamente poluente, devido a sua elevada demanda bioquimica de oxigénio (DBO)
(GRASSELLI et al., 1997).

As proteinas do soro de queijo possuem elevado valor funcional e
nutricional. Podem ser usadas como espumantes e emulsificantes e sdo também
consideradas ingredientes alimenticios potenciais, com capacidade para substituir
outros mais dispendiosos, como a ovalbumina, em produtos carneos, de
panificacdo e na fortificagdo de cereais. A o-lactoalbumina (o-la) e a B-
lactoglobulina (B-lg) séo as proteinas presentes em maior quantidade no soro de
queijo e constituem cerca de 20% do conteudo protéico total do leite (MORR e
HA, 1993).

A producdo mundial do soro de queijo € de aproximadamente 120
milhdes de toneladas (ANUALPEC, 1999), gerando, assim, 720.000 toneladas
anuais de proteinas, o que justifica o interesse despertado para o seu
aproveitamento industrial.

Devido a vasta aplicabilidade das proteinas do soro de queijo, torna-se
importante o desenvolvimento de processos de separagao e purificagdo destas
proteinas em grande escala e que também sejam economicamente viaveis. De
acordo com SADANA e BEELARAM (1994), os custos operacionais na

biosseparagdo e com o0s equipamentos para o “dowstream processing”
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representam em torno de 50% do valor do composto comercializado, porém,
dependendo do sistema, podem chegar a 80%. Portanto, é necessario buscar
processos eficientes e econbmicos para o processamento de biomoléculas. As
técnicas empregadas em biosseparagbes devem assegurar elevada pureza e
rendimento, sem que a atividade biolégica da molécula seja afetada. Uma das
técnicas de purificagdo que abrangem esses critérios é a particdo de biomoléculas
por extracdo liquido-liquido em Sistemas Aquosos Bifasicos (SABs), ou seja,
entre duas ou mais fases aquosas imisciveis ou parcialmente misciveis.

A extragdo com SAB permite isolar biomoléculas de misturas complexas e
oferece vantagens, como curto tempo de processamento, facil aumento de
escala, além de ser meio adequado para o trabalho com compostos de origem
biolégica, pelo fato de as fases serem constituidas de 70% a 90% de agua.
Recentes melhorias da técnica, com o uso de novos sistemas compostos por
polimero/sal ou polimero/polimero, permitem o seu uso em nivel industrial. A
extracdo com SAB foi bem sucedida na separacao e purificacdo de enzimas e
proteinas, e, dentre os equipamentos de extracio liquido-liquido disponiveis no
mercado, o extrator Graesser € um dos mais apropriados ao manuseio de SAB
(COIMBRA, 1995).

Assim, este trabalho foi realizado visando selecionar e caracterizar um
sistema aquoso bifasico, composto por polietilenoglicol-sal-agua para extragao
liqguido-liquido, que seja adequado a separagao das proteinas do soro de queijo o-
lactoalbumina e B-lactoglobulina; estudar a influéncia da massa molar do PEG
sobre o coeficiente de particdo das proteinas; e analisar a hidrodindmica do
extrator Graesser, em relagdo a fragao retida da fase polimérica ("Hold-Up"), a

distribuicdo de tempos de residéncia e o ponto de inundagao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Soro de Queijo

O soro de queijo € um subproduto da industria de queijos, de cor amarelo-
esverdeada, obtido pela coagulagédo do leite. O seu sabor, ligeiramente acido ou
doce, e a sua composicao dependem do tipo e do processo de fabricacido do
queijo, respectivamente. A composi¢ao do soro € de aproximadamente 93% de
agua, 5% de lactose, 0,9% de proteinas, 0,3% de gordura, 0,2% de acido lactico e
pequenas quantidades de vitaminas (BEM-HASSAN e GHALY, 1994). A Tabela 1
apresenta a concentracédo das proteinas presentes no soro de queijo, mostrando
que este € um efluente industrial rico em proteinas, mas que ainda nao é
aproveitado de forma eficiente (GRASSELLI et al., 1997).

A presenga de proteinas no soro, as quais sdo compostas por
aminoacidos em quantidades equilibradas, torna-o um material adequado para
uso na alimentacdo humana. Embora o soro de queijo concentrado seja
empregado comumente na alimentagdo de animais, pode ser processado
industrialmente, visando isolar suas proteinas, como a a-lactoalbumina (o-la) e a
B-lactoglobulina (B-Ig) (RENNER, 1989; TOSI et al., 1997).

A producdo mundial do soro de queijo € de aproximadamente 120
milhdes de toneladas anuais (ANUALPEC, 1999), equivalentes a produgédo de
720.000 toneladas de proteinas, o que justifica o interesse que elas despertam. O

aumento da producédo de soro de queijo causa sérios problemas de poluigéo,
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quando este € descartado diretamente no solo ou despejado em leitos de rios
(FRIEDMAN, 1975).

Tabela 1 - Concentragao das proteinas no soro de queijo

Proteina Concentragao (g/L) % da proteina total
B-lactoglobulina 2 - 4 50
o-lactoalbumina 1 -15 19
Imunoglobulinas 0,4-1,0 13
Albumina do soro 0,4 5
Lactoferrina 0,2 3
Outras proteinas 0,9 10

O descarte continuo de soro de queijo sobre o solo pode mudar a
composicdo fisico-quimica deste. O nitrogénio do soro é soluvel em agua,
podendo contaminar o lencol freatico, tornando-se assim uma ameacga a saude
humana e animal. Segundo BEM HASSAN e GHALY (1994), o soro de queijo
possui uma demanda bioquimica de oxigénio que pode variar de 40.000 a 60.000
mg/L. A lactose é o principal componente, sendo responsavel por 80% da
poluicdo causada pelo soro, contra 20% relativa a fragao protéica (FERRAT,
1980).

No Brasil, os métodos convencionais de tratamento de residuos liquidos
industriais sdo basicamente fundamentados em condicbes de anaerobiose. Os
processos mais utilizados empregam sistemas de lodo ativado e lagoas de
estabilizacdo. Estes sdo inviaveis para o tratamento do soro de queijo, devido ao
seu elevado teor de matéria organica e ao alto custo do processamento, em razao
da necessidade de grande quantidade de energia para a aeragao e agitagcéo
desses sistemas (CEREDA et al.,, 1986). Assim, €& importante desenvolver

processos de recuperagcdo dos constituintes do soro que reduzam a sua carga



poluidora, como o reaproveitamento das proteinas mediante técnicas de

separagao adequadas.

2.1.1. Proteinas do Soro de Queijo

As caracteristicas nutricionais e funcionais das proteinas do soro de
queijo estdo relacionadas com a sua estrutura e fungao bioldgica. Nas ultimas
décadas observou-se crescente interesse pela qualidade nutricional dessas
proteinas, visando o uso do soro na formulagdo de alimentos infantis e alimentos
dietéticos (DE WITH, 1998).

As duas proteinas presentes em maior quantidade no soro de queijo, a o-
la e a B-lg, sdo globulares, possuem elevadas propriedades nutricionais,
funcionais, fisiologicas e terapéuticas, sao eficazes na estabilizagdo de emulsdes,
tém boa capacidade de retencdo de agua e sao ingredientes alimenticios com
potencial para substituir outros de maior custo, como, por exemplo, a ovalbumina
(HALL e IGLESIA, 1997).

Na Tabela 2 sdo apresentadas algumas caracteristicas fisico-quimicas da
o-la e da B-lg (MORR e HA, 1993).

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas da o-la e da 3-Ig

o- lactoalbumina B-lactoglobulina
Massa molar (Daltons) 14 000 18 000
Nitrogénio (%) 15,9 15,6
Ponto isoelétrico 4,2a45 5,2
Total de aminoacidos/mol 123 162

A o-lactoalbumina representa cerca de 20% do conteudo de proteinas do
leite. Esta proteina consiste de 123 residuos de aminoacidos e é suscetivel a
desnaturagao por calor (65,2°C, pH 6,7) (MORR e HA, 1993). E rica em triptofano,
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aproximadamente 6% em peso, apropriada para a preparacdo de alimentos
infantis e provavelmente a de mais baixo custo com essas caracteristicas
(BRAMAUD et al., 1997). Também por hidrolise da a-la obtém-se uma exorfina,
que possui acao opiacea. Este composto pode ser utilizado no tratamento de
disturbios psicossomaticos (GRASSELLI et al., 1997).

A B-lactoglobulina representa cerca do 50% do conteudo total de
proteinas do soro. E constituida por 162 residuos de aminoacidos, sendo um
excelente agente de gelatinizagdo. Entretanto, também é considerada o principal
componente alergénico do leite bovino para lactantes (MORR e HA, 1993), pois o
leite materno nao contém esta proteina, ou esta presente em quantidades
minimas, enquanto no leite bovino ela esta presente em grande quantidade, como
apresentado na Tabela 3 (GRASSELLI et al., 1997).

Tabela 3 - Constituicdo protéica dos leites humano e bovino

Proteinas Leite humano (g/ 100 mL) Leite bovino (g/100 mL)
Caseina 0,25 2,80
o-lactoalbumina 0,25 0,12
B-lactoglobulina n&o contém 0,30
Imunoglobulinas 0,10 0,05
Lactoferrina 0,17 0,02
Lactoperoxidase nao contém 0,003

A B-Ig € uma proteina de grande valor nutritivo, que pode ser usada para
a fortificagdo de bebidas e sucos de frutas, devido a sua grande solubilidade e
estabilidade. Preparados enzimaticos hidrolisados com B-lg sdo usados como
suplemento para convalescentes, ja que muitos peptidios da B-Ig podem ser
absorvidos diretamente pelo intestino. Também a partir de hidrolisados de B-Ig
sao preparados leites com baixo conteudo de fenilalanina, utilizados na

alimentagao de lactantes com fenilcetonuria, uma enfermidade de origem genética
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que provoca a nao-metabolizacdo de fenilalanina e causa, entre outros
problemas, a deficiéncia mental (GRASSELLI et al., 1997).

Um estudo feito na Australia (GRASSELLI et al., 1997) mostrou que o
valor comercial das proteinas o-la e B-lg, separadas, € aproximadamente 10
vezes maior que o de concentrados protéicos de soro, como por exemplo o
WPC-35 (concentrado protéico que contém 35% de proteinas em relagdo aos
solidos totais).

Diferentes métodos para separagdo de proteinas do soro de queijo tém
sido usados, como filtracdo em gel (YOSHIDA, 1990), precipitacdo com
polifosfatos (AL-MASHIKI e NAKAI, 1987), cromatografia de alta resolugdo (CHEN
et al.,, 1999) e ultrafitraggo (MEHRA e DONNELLY, 1993), dentre outros.
Concomitantemente, varias técnicas foram testadas para a quantificacédo de
proteinas de soro de queijo. Por exemplo, PEARCE (1983) e COIMBRA (1995)
determinaram o teor de proteinas do soro, usando cromatografia liquida em
coluna de fase reversa e com troca ibnica, respectivamente.

A ultrafiltracdo por membranas vem sendo usada para obter concentrados
protéicos do soro, apesar de as membranas serem rapidamente obstruidas pelas
fosfolipoproteinas e particulas suspensas do soro, levando a diminuicdo no fluxo
de filtracao (GRASSELLI et al., 1997).

Nos ultimos anos, os SABs tém sido usados na separacao de proteinas
do soro (COIMBRA, 1995) e na concentracdo e purificagdo de outras
biomoléculas (ALBERTSSON, 1986). Dentre os diferentes SABs, o mais estudado
e comumente empregado € aquele composto por PEG, dextrana e agua.
Separagdes de macromoléulas biolégicas, membranas celulares e células tém
sido realizadas com esses sistemas, sendo a fase superior rica em PEG e a
inferior rica em dextrana. As fases contém aproximadamente 80% a 90% de agua
(TJERNELD, 1992), o que favorece a estabilidade das proteinas durante a
separagao, quando se compara com sistemas de extragao orgénicos tradicionais.
Adicionalmente, tém-se vantagens como curto tempo de processamento e facil

aumento de escala.



2.2 - Extragao Liquido-Liquido

A separacao de componentes de uma mistura liquida por meio do contato
direto dessa solucdo com um solvente no qual um dos compostos é
preferencialmente soluvel é denominada extragdo liquido-liquido (TREYBAL,
1968). Essa operagdo unitaria € usada, por exemplo, no processamento de
combustiveis e na separacdo de hidrocarbonetos na industria do petréleo. E
aplicada também nas industrias quimica, farmacéutica, metalurgica e de
alimentos e no tratamento de efluentes (COULSON et al., 1996; CUSACK et al.,
1991).

Nos ultimos anos, o aumento na variedade de produtos biotecnolégicos e
a necessidade paralela de separar compostos de baixa volatilidade relativa,
termossensiveis e de pontos de ebulicdo proximos resultaram na rapida difusao
industrial da extragao liquido-liquido (GODFREY e SLATER, 1994).

A extracdo liquido-liquido convencional, usando uma solugdo aquosa e
solventes organicos, ndo é adequada para separar biomoléculas, como proteinas,
pois a estabilidade destas & baixa em solventes organicos (SUBRAMANIAM,
1998). Uma alternativa adequada aos processos tradicionais em biosseparagdes
€ a particao em SAB, a qual vem sendo usada com sucesso no isolamento de

proteinas e de outros materiais de origem biolégica (KULA et al., 1982).

2.2.1 - Tipos de Extratores Liquido-Liquido

Os varios tipos de extratores podem ser subdivididos em duas categorias
distintas: colunas em estagios e colunas diferenciais. As colunas em estagios
sao constituidas por uma série de estagios, nos quais as fases entram em contato
até que o equilibrio seja atingido. As fases sdo entdo separadas e conduzidas
para um novo estagio. As colunas diferenciais sdo construidas de maneira que a
composicao das fases muda continuamente ao longo do extrator. Esses
equipamentos podem ainda ser classificados em funcdo do método de dispersao
das fases no regime de escoamento. A dispersdo das fases pode ser obtida por
agao da forgca da gravidade, introdugao de pulsos, agitagdo mecanica e/ou forga
centrifuga (COULSON et al., 1996). A Figura 1 apresenta os tipos de extratores

liquido-liquido encontrados comumente.



Tipos de Extratores

Contato das Fases por Gravidade

Contato das Fases por Forca Centrifuga

Extratores Centrifugos

Colunas Sem Agitacao

Extratores Agitados Mecanicamente

_ IISprayll
- Recheada
- Pratos perfurados

- de Laval

- Westfalia
- Robatel

- Quadronic

- Podbielniak

Colunas Pulsantes

Modelos Oscilantes

Modelos Rotatoérios

-Pratos Perfurados
-Recheada
-Misturador Separador

-Coluna de Pratos Perfurados
-Malha Oscilante

-Misturador — Decantador
-Coluna Sheibel

-Coluna Oldshue-Rushton
-Extrator de Discos Rotativos
(RDC)

-Extrator de Discos Rotativos
Assimétricos (ARD)

-Coluna Kunhi

-Extrator Graesser

-Coluna de Mistura Elevada

Figura 1 - Classificagao dos extratores liquido-liquido (KADER, 1985).

|
Outros Modelos

-Misturador Estatico
-Extrator de Pratos Vibrantes




2.2.1.1. Extrator Graesser

O extrator Graesser foi patenteado por COLEBY (1962) e, desde entéo,
tem sido aplicado industrialmente na purificacdo de herbicidas e na desodorizagao
de naftas. Pode ser utilizado no processamento de misturas liquidas contendo
solidos, como em tratamento de areias de mancais com querosene, recuperagao
de metais em efluentes da industria metalurgica, remocéo de tintas de materiais
fragmentados, na extragao de produtos farmacéuticos, no tratamento de residuos
municipais e na separagao de proteinas (COIMBRA et al., 1995).
Neste equipamento (Figura 2), as duas fases sao introduzidas em modo
contracorrente nas extremidades do extrator, e, ao contrario da maioria dos
extratores convencionais, ele é operado horizontalmente. A mistura das fases é
devida ao movimento de uma série de cestos cilindricos parcialmente abertos,
que sdo presos em placas circulares. As placas sao fixadas coaxialmente a um
eixo horizontal, que esta ligado a um rotor de velocidade variavel. A geometria do
extrator Graesser leva a determinadas caracteristicas hidrodindmicas, que o
tornam especialmente adequado para o trabalho com SAB (COIMBRA, 1995):
¢ A suavidade da mistura evita a formacao de emulsao estavel, pois o tamanho
médio da gota € mantido relativamente grande, quando comparado com outros
extratores operados continuamente.

e As velocidades de ascensao e queda das gotas sao altas, de modo que a
interface € renovada, levando a altas taxas de transferéncia de massa.

e A compartimentagdo do vaso reduz a mistura axial, um problema em

extratores operados continuamente.
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Sentido da rotagao

Figura 2 - Extrator Graesser: 1 - corpo cilindrico, 2 e 3 - placas de fechamento nas
extremidades, 4 - eixo de rotacdo, 5 e 6 - placas cilindricas rotativas, 7 -
flanges para encaixe das placas no eixo de rotagdo, 8 - cestos
semicilindricos fixos nas placas, 9 - cestos semicilindricos nas
extremidades finais.

2.2.2. Caracterizagao Hidrodinamica

2.2.2.1 Distribuicao de Tempos de Residéncia

A distribuicdo de tempos de residéncia (DTR) é aplicada no estudo da
dindmica de processos e no calculo de parametros hidrodindmicos de um
equipamento (STEINER et al., 1988). Esse conceito € usado amplamente em
processos quimicos e recentemente tem despertado interesse significativo em
varias aplicagdbes na area de processos biotecnoldgicos. Na industria de
alimentos, a DTR tem utilizacdo extensa no que se refere ao processamento
asseéptico de alimentos, comumente empregado para produtos liquidos, como
leites, sucos, concentrados de frutas, iogurtes, ovos, e em suspensodes liquidas

contendo particulas de tamanho pequeno, como alimentos infantis e concentrados
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de tomate (TORRES e OLIVEIRA, 1998). O tempo de residéncia é definido como
aquele durante o qual um elemento do fluido permanece dentro do equipamento.
A distribuicado desse tempo é expressa através da funcdo de distribuicdo de
tempos de residéncia (TORRES e OLIVEIRA, 1998).

De acordo com LEVENSPIEL (1992), o procedimento geral para a
determinacdo da DTR parte do estudo de respostas a estimulos fornecidos ao
sistema, como ilustrado na Figura 3. Para esse autor, 0 método de medida mais
simples consiste na introdug¢ao do tracador na forma de um pulso, e a medida da
concentracdo deste na saida do equipamento € feita em intervalos de tempo
regulares. Para caracterizar a distribuigdo de tempos de residéncia, o paradmetro
mais importante é o tempo de residéncia médio, t, que é calculado por meio da

expressao:

O tCiAY, )
" Y cat

em que

t, = tempo de residéncia médio ( adimensional);
t; = tempo t qualquer (min);

Ci = concentragao no instante t; (g/mL); e

At; = intervalo de tempo (min).

Tragador r 1 Tragador
Sinal de entrada e—pe  ="—- \ “7 %) ™ __ Sinal de saida
(estimulo) T Faupameno o A (resposta)

Figura 3 - Técnica experimental para determinagdo da DTR.
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O comportamento das fases é analisado por meio de procedimentos em
regimes estacionario e ndo-estacionario. Na técnica em regime n&o-estacionario
um sinal qualquer é introduzido na entrada do sistema e a resposta é registrada
na saida. A Figura 4 apresenta os quatro tipos de sinais freqientemente usados:
aleatério, periddico, tipo passo e aperiddico ou de pulso. Entre os sinais
aperiodicos encontra-se o pulso Dirac, em que uma pequena quantidade de
tracador é injetada em um curto intervalo de tempo na entrada do sistema.
Embora possa ser extraida a mesma informacdo com as diferentes formas de
estimulos de entrada, tém-se estudado mais amplamente os dois ultimos tipos de

sinais, por serem mais simples de tratar (LEVENSPIEL, 1992).

. . -
Entrada de informacao Sinal Peri6dico
aleatéria

Q Saida " Saida
On

©

c

(O]

e

8 Passo de entrada 4 Pulso de entrada

Saida
Tempo

Tempo

Figura 4 - Comportamento do tragador nas técnicas estimulo-resposta para
estudo da DTR.

No caso do sinal aperiodico, utiliza-se como tracador uma substancia
inerte, cuja quantidade deve ser tal que ndo interfira no escoamento. E
recomendavel que nao exceda 2% em volume da corrente principal, para evitar a
ocorréncia de perturbag¢des. Quando o sistema for multifasico, o tragador deve ser
soluvel somente em uma das fases (NAUMAN e BUFFMAN, 1983). Os corantes

sao os marcadores mais usados para estudos hidrodinamicos de sistemas
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modelo e de plantas piloto, sendo que varios métodos experimentais para inje¢cao
e deteccdo de tracadores foram desenvolvidos (TORRES e OLIVEIRA, 1998).
Possuem a vantagem de gerar curvas de DTR que séo faceis de analisar,
estatistica e matematicamente. Essa técnica pode ser usada para caracterizagao
hidrodinamica de equipamentos, determinacdo do tempo de residéncia médio,
velocidade média das correntes e grau de mistura e para detectar eventuais
disturbios no escoamento. Alguns exemplos de estudos feitos com tragcadores

estdo compilados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Tragadores usados em experimentos de DTR

Tipo de tragador

Método de detecgiao

Aplicagao

Referéncia

Sal
-NaCl

Corante soluvel
-Azul-de-dextrana
-Azul-de-cibracom
-Azul-de-bromofenol
-Azul-de-dextrana
-Verde-de-

bromocresol
-Vermelho-do-congo

CO, supercritico
Particulas de batata
-coradas

-com pecgas de ima

- em cubos

Particulas de agar

Radiativo
-radiois6topo K.*°
Acido

-acido citrico

Condutividade elétrica Solugéo de sacarose em
trocador de calor tubular

Espectrofotométrico

Colorimétrico

Camara de video

Condutividade elétrica

Camara de video

Fotogréfico

Detector de radiagéo

Potenciométrico

SAB* (extrator Graesser)
SAB*( extrator Graesser)

Agua (reator de coluna

empacotada)

Solugéo aquosa de NaCl
(trocador de calor tubular)

Amido pré-gelatinizado

(sistema de extrusao)

Solugao aquosa de NaCl
(trocador de calor tubular)

Solugéo de amido

(trocador de calor tubular)

Solugéo aquosa de

CMC** (trocador de calor

tubular)

Solugao aquosa de CMC
(trocador de calor tubular)

Oxidagéo industrial de
SO,/ (reator industrial)

Solugéo aquosa de NaCl

SANCHO e RAO,
1992

COIMBRA et al,,
1994
COIMBRA et al,,
1994
DE NARDI et al.,
1999

PALMIERI et al.,
1992

SINGH e RIZVI,
1998

PALMIERI et al.,
1992
CHANDARANA e
UNVERFERTH,
1996
ALHAMDAM e
SASTRY, 1998

SALENGKE e
SASTRY, 1995

PLASSARI et al.,
1999

PALMIERI et al.,

(trocador de calor tubular) 1992

SAB (PEG 1550-fosfato de potassio), ** Carboximetil celulose.
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COIMBRA (1995) usou a injegdo de um corante concentrado na forma de
um pulso Dirac para determinar a DTR em um extrator Graesser operando com
um SAB, formado por polietilenoglicol, fosfato de potassio e agua.

DE NARDI et al. (1999) avaliaram a influéncia de varios tipos de
tracadores tanto sobre a curva de DTR como sobre os parametros
hidrodinamicos de um reator de coluna empacotada com recheio de ceramica. Os
autores observaram que o uso de tracadores diferentes, sob as mesmas
condicbes de operacgao, resultou em curvas de DTR e tempos de residéncia
variados para o reator estudado, pois ocorria a difusdo de determinados
tragcadores para o recheio da coluna. O tragador para o qual esse efeito ndo foi
observado foi o corante azul-de-dextrana.

PALMIERI et al. (1992) também utilizaram o método de injecdo de pulso
para estudar a DTR em sistemas de fluxo tubular. O fluido empregado foi uma
suspensao de 10% de NaCl, na qual foi injetada uma solugdo concentrada de
acido citrico como tracador. Foi observado que, para maiores concentracées do

tracador, o tempo de residéncia médio aumentou ligeiramente.

2.2.2.1.1 Modelos de Distribuicao de Tempos de Residéncia em Extratores

LEVENSPIEL (1992) apresentou dois modelos principais para o estudo de
tempos de residéncia em equipamentos operando continuamente: o modelo da
dispersédo e o de tanques em série. O primeiro modelo considera que o
escoamento do fluido é do tipo pistdo, ao qual se sobrepde algum grau de
mistura axial e retroativa ("backmixing"), implicando a nao-existéncia de bolsas
estagnantes ou "bypass" do fluido no equipamento. O segundo modelo considera
que o escoamento do fluido €& através de uma série de tanques iguais. O
parametro do modelo da dispersdo € o coeficiente de dispersao axial e o de
tanques em série € o numero de tanques. Alguns dos modelos apresentados por
LEVENSPIEL (1992), e que foram usados por diversos autores para determinar a

DTR, sdo mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Modelos usados para determinagdo da DTR

Modelo Parametro E(0) Referéncia
-

. i 1 exp| M9 LEVENSPIEL,1992
Dt')slfrsao Pe 2/ 1) | 4or) COIMBRA,1995
aberto ) TORRES et al., 1998
Dispersao Pe 1 exp|:(1:))2 SANCHO e RAO, 1992
fechado 2o(1) | 4be) | LEVENSPIEL, 1992

N-1 - NGO
Tanques N nere e " LEVENSPIEL,1992
em série (V-1 DE NARDI, 1999

Na nomenclatura para os modelos apresentados na Tabela 5, Pe é o
numero de Peclet (adimensional), 6 € o tempo (adimensional), N € o numero de
tanques e E(6 ) é a fungao resposta do modelo.

Os modelos da dispersao e de tanques em série foram usados por DE
NARDI et al. (1999) para estudar o comportamento da fungdo DTR em um
bioreator de coluna empacotada. Foram testados varios tipos de tragadores
(azul-de-bromofenol, azul-de-dextrana e verde-de-bromocresol), injetando-se um
pulso concentrado destes. Foi observado que o modelo de tanques em série foi 0
que melhor se ajustou aos dados obtidos experimentalmente.

TORRES et al. (1998) e COIMBRA et al. (1994) usaram o modelo da
dispersdo para sistema aberto para estudar a DTR em uma planta piloto de
processamento térmico e extrator Graesser, respectivamente, pois foi 0 modelo

que melhor se ajustou aos valores experimentais.

2.2.2.2. Fracao Retida da Fase (“Hold-Up”)

Nas diferentes aplicagdes industriais com colunas de extracéo liquido-

liqguido, o conhecimento das fragdes retidas das fases (“Hold-Up”) é importante no

calculo de transferéncia de massa, sendo uma informagdo necessaria para o
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projeto adequado de extratores (COULSON et al., 1996; MISEK, 1994). O “Hold-
Up” é um parédmetro que permite prever o tamanho da gota, o ponto de
inundagao e, consequentemente, a area interfacial de transferéncia de massa e
as condigcdes limites de operacdo do equipamento. O “Hold-Up” varia
frequentemente com a altura do extrator, além de depender da distribuicdo do
tamanho de gotas e ndo somente do seu didmetro médio. Assim, ndo é suficiente
estabelecer as condigdes operacionais do equipamento, as propriedades do
sistema de trabalho e o didmetro médio da gota para estimar o “Hold-Up”
(KORCHINSKY, 1994).

STEINER et al. (1988) e TSOURIS et al. (1990) revisaram algumas
técnicas empregadas na determinagdo do “Hold-Up”: amostragem rapida,
radiagdo gama, medidas ultra-sbnicas e estancamento, entre outras. No
estancamento, a coluna, ou uma secado dela, € repentinamente bloqueada,
medindo-se entdo o volume da fase de interesse e o volume total, os quais

fornecem valores médios de “Hold-Up”, que é calculado por meio da equacgao 2:

¢=— (2)

em que
¢ = "Hold-Up" (adimensional);

V = volume da fase de interesse (L); e

Vi = volume total (L).

O “Hold-Up” pode ser medido em pontos fixos da coluna ou ao longo do
equipamento. COIMBRA (1995) observou que a velocidade de rotagdo exerceu
pequena influéncia sobre o “Hold-Up” médio determinado em um extrator
Graesser, empregando o SAB polietilenoglicol-fosfato de potassio.

COIMBRA et al. (1998) estudaram, em uma coluna de discos rotativos
perfurados (PRDC), o efeito das variaveis area livre dos discos, velocidade de
rotacao e relagao de vazao solvente/alimentagao sobre o “Hold-Up”, para um SAB
composto por PEG/fosfato de potassio. Foi observado que a area livre dos discos
exerceu pequena influéncia sobre o “Hold-Up”. Verificaram também aumento no
“‘Hold-Up” com a elevacao da velocidade de rotagdo dos discos e com a relagéo

de vazao solvente/alimentacgao.
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KADER (1985) estudou o comportamento hidrodindmico e a transferéncia
de massa em uma coluna de extragcado de Karr, usando um sistema composto por
acetona-tolueno-agua. O autor observou o aumento do "Hold-Up" com a elevagao
da velocidade de agitagao, e os valores encontrados localizaram-se na faixa de
0,07 a 0,35.

No trabalho de ARAVAMUDAN e BAIRD (1999), com uma coluna de
extragcao Karr (240 cm de comprimento por 5 cm de didmetro interno) operando
com o sistema isopropanol-agua, foi observado o aumento do "Hold-Up" com a
elevagao da velocidade de agitagdo. Os valores de "Hold-Up" variaram na faixa de

2,3% a 10% e foram maiores na auséncia de transferéncia de massa.

2.2.2.3. Dispersao Axial

O fendbmeno da dispersdo axial ou longitudinal em extratores liquido-
liquido resulta da combinacgao de varios fatores, os quais diminuem o gradiente de
concentragao e, portanto, influenciam negativamente a taxa de transferéncia de
massa. Os fen6menos de mistura axial, radial ou retroativa tém como origem o
escoamento vertical ou horizontal dos liquidos no sentido oposto aquele que seria
o escoamento natural (CUSACK et al., 1991).

SHEIKH et al. (1972) estudaram a mistura axial, a mistura retroativa e a
transferéncia de massa em um extrator Graesser de 75 cm de comprimento por
15 cm de didmetro interno, usando um sistema composto por agua-n-butilamina-
querosene. Os autores observaram que a mistura axial para a fase aquosa
aumentou com a elevagao da velocidade de rotagao e sugeriram o uso de baixas
taxas de agitagao para obtencao de uma extragao eficiente.

COIMBRA et al. (1994), analisando o comportamento hidrodinamico do
extrator Graesser de 100 cm de comprimento por 10 cm de didametro interno,
usando um SAB composto por polietilenoglicol e fosfato de potassio, constataram
a existéncia da independéncia do coeficiente de mistura axial com a velocidade

de rotacido e com a relagdo entre as velocidades lineares das fases.
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2.3- Sistemas Aquosos Bifasicos

Os SABs sao constituidos por duas fases imisciveis, que promovem a
separagao de produtos provenientes ou ndo da biotecnologia, em condi¢cbes
amenas e em um ambiente adequado, de forma que sejam preservadas as suas
principais caracteristicas. Esses tipos de sistemas resultam da incompatibilidade,
em solugdes, de dois polimeros, por exemplo polietilenoglicol (PEG) e dextrana,
ou entre um polimero e um sal, como PEG e fosfato de potassio. A
incompatibilidade ocorre em fungdo da concentragdo desses compostos
(COIMBRA, 1995).

A alta concentracao de agua, de 65% a 90%, em tais sistemas favorece a
estabilidade das proteinas durante a separagdo, quando comparados com
sistemas tradicionais, compostos com solventes organicos (LI et al., 1997).

A formacao de SAB foi primeiramente observada por Beijerink, citado por
ALBERTSSON (1986), ao misturar agar, gelatihna e agua em certas
concentragdes. A fase superior se tornou rica em gelatina e a inferior rica em
agar. Dobry e Boyer—Kawenoky fizeram um estudo sistematico sobre a
miscibilidade de pares de polimeros na presengca de agua ou de solventes
organicos, observando quando ocorria ou ndo a separagao de fases
(ALBERTSSON, 1986).

ALBERTSSON (1986) relatou que a partir de 1956 a separagédo de
biomoléculas com SAB sofreu grande impulso, quando o autor constatou que a
mistura de duas solugcdes de polimeros estruturalmente diferentes também
poderia originar a formacédo de SAB. Ele aplicou essa técnica para particado de

moléculas com atividade bioldgica.

2.3.1. Tipos de Sistemas Aquosos Bifasicos

Na atualidade, existe grande variedade de polimeros hidroéfilos, naturais
ou sintéticos, capazes de gerar a separagao de fases quando misturados com um
segundo polimero ou com um sal. A Tabela 6 mostra alguns exemplos.

Novos polimeros estdo sendo usados para processos em larga escala

como substitutos da dextrana, em SABs poliméricos. O Hidroxipropil-amido (HPS)

20



forma SAB com PEG com muita facilidade e foi introduzido no mercado com os
nomes de Reppal PES e Aquafase PPT. As propriedades desses sistemas séo
em muitos casos semelhantes as dos sistemas PEG-dextrana (TJERNELD,
1992). O sistema PEG-polivinil alcool (PVA) tem sido aplicado na particao de
leveduras, células e proteinas. Um outro sistema, composto por PEG-
maltodextrina (MD), foi usado por MACHADO (1999) para a separagao de células
de Lactobacillus acidophilus H,B2o de um meio fermentado. Pode-se citar também
o sistema composto por polipropileno glicol 400 -MD usado por SILVA (2000)
para a separagao de o-la, B-Ilg e albumina de soro bovino (BSA). Um numero
maior de SAB, com os respectivos diagramas de fase, esta detalhado em
ALBERTSSON (1986) e ZASLAVSKY (1995).

Em principio, todos os tipos de sistemas aquosos bifasicos podem ser
empregados na separagao de biomoléculas. Os sistemas PEG-dextrana ou PEG-
sais sdo amplamente empregados, por se encontrarem disponiveis no mercado
em grandes quantidades e n&o serem toxicos, e os sistemas PEG-sais
apresentam propriedades fisicas adequadas, principalmente com relacdo as
diferencas de densidade e de viscosidade (SINHA et al., 1996).

Adicionalmente, a presenca de PEG e dextrana em alimentos é permitida
em muitos paises, enquadrando-se dentro da legislagdo para aplicagdo em
produtos alimenticios e farmacéuticos. O mesmo pode ser dito para alguns tipos
de sais de citrato, fosfato e sulfato (KULA et al., 1982; GUAN et al., 1992).

Para uso em escala industrial, a dextrana apresenta custo muito alto.
Assim, os sistemas PEG-sal tém sido usados para extragdo de enzimas em larga
escala (HUSTED et al.,, 1985), por apresentarem baixo custo e elevada
seletividade. Estes sistemas sdo formados a temperatura ambiente, sendo a fase
superior rica em PEG e a fase inferior rica em sal, como mostrado na Figura 5. A
separacdo de fases é atingida mais rapidamente devido a menor densidade de
uma das fases, o que facilita o uso de sistemas polimero-sal em aplicagdes
industriais).

Em razdo das vantagens apresentadas pelo sistema PEG-sal, este foi
escolhido para o estudo de separagdo de proteinas do soro de queijo, neste
trabalho.
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Tabela 6 - Sistemas aquosos bifasicos tipicos

Polimero

Polimero

Polietilenoglicol

Polipropilenoglicol

Dextrana (Dx)

Ficoll

Hidroxipropil-amido (HPS)
Polivinil alcool (PVA)
Polivinil pirrolidona (PVP)
Maltodextrina (MD)*
Maltodextrina™*

Polimero

Sal

PEG - copolimeros

(NH4)2SO4
NH,CO,;NH4
Na,HPO,4

K2COs3

K3PO4

KoHPO4, KH2PO4
Na,SO3

Fe SO4

Fonte: ROGERS (1999), * MACHADO (1999), **SILVA (2000).
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Fase superior rica em PEG
PEG 35,50%

Sal 3,50%

Agua 61,0%

Ponto de mistura do sistema
PEG 18,80%

Sal 13,40%

Agua 67,80%

Fase inferior rica em sal
PEG 1,70%

Sal 23,20%

Agua 75,10%

Figura 5 - Composic¢ao das fases para uma linha de amarragao do sistema
PEG1500-FFP-agua, a 25°C e pH 7.

2.3.2 Caracteristicas Fisico - Quimicas dos Sistemas Aquosos Bifasicos

Propriedades fisico-quimicas como densidade, viscosidade e tensédo
interfacial variam com a concentracdo dos constituintes do sistema. Para SAB
polimero-polimero, as densidades das fases ndo sao muito diferentes da
densidade da agua (comumente entre 1,0 g/mL e 1,1 g/mL). A baixa tenséo
interfacial de SABs poliméricos (de 1,0x10* mN/m a 0,1 mN/m) proporciona
condicbes amenas para a extragao de biomoléculas, como enzimas e células
frageis (ZASLAVSKY, 1992). Os SABs polimero-sais apresentam valores de
tensao interfacial na faixa de 0,1mN/m a 2,0 mN/m (ALBERTSSON, 1986), e a
viscosidade da fase polimérica € muito maior que a viscosidade da fase salina.

COIMBRA (1995) determinou a viscosidade de SABs formados por PEG e
fosfato de potassio, obtendo valores de 17 cP para a fase polimérica e 2,6 cP
para a fase salina.

MACHADO (1999), utilizando sistemas compostos por PEG e
maltodextrina, observou que a viscosidade da fase inferior, rica em maltodextrina,
era maior que a da fase superior, rica em PEG, com diferengas da ordem de 80
cP. Verificou também que um aumento na massa molar do PEG provocou a
elevacao da viscosidade das duas fases, porém com maior impacto sobre a fase

inferior rica em maltodextrina.
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2.3.3. Diagrama de Fases

Na Figura 6 esta representado um diagrama de fases para o sistema
polietilenoglicol e fosfato de potassio. A curva TCB, que divide a regido bifasica da
regiao monofasica, é denominada curva binodal ou curva de equilibrio. Na regiao
acima da curva binodal ha formagado de duas fases, e abaixo dela a mistura é

totalmente miscivel.
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Figura 6 - Diagrama de fases para um sistema polietilenoglicol 4000/fosfato de
potassio, a 20 °C ( ALBERTSSON, 1986).

Todos os sistemas com pontos de mistura localizados sobre o segmento
de reta TMB, denominada linha de amarragdo, possuem as composicoes
quimicas finais da fase superior rica em PEG e da fase inferior rica em sal
idénticas, porém os volumes dessas fases sao diferentes. No ponto critico (C), as
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duas fases tém composi¢des e volumes idénticos, sendo portanto indistinguiveis
(ALBERTSSON, 1986).

2.3.4. Constituintes das Fases

2.3.4.1. Polietilenoglicol

O PEG é um poliéter sintético neutro, de cadeia linear ou ramificada,
disponivel em grande variedade de massas molares, que variam de poucas
centenas até milhares de daltons. Sua férmula estrutural é: HO-(CH2CH20)n-
CH2CH20H. O PEG é soluvel em agua e em diversos solventes organicos. E
também conhecido pelos nomes comerciais de poliglicol E®, carbowax® e
pluracol E®, dependendo da empresa que o fabrica. Para massas molares acima
de 20.000 daltons, sdo denominados 6xidos de polietileno (PEO). S&o fornecidos
na forma de solugdes incolores ou em pastas, se possuirem massas molares
menores que 1.000. Os de massas molares elevadas, acima de 1.000 daltons,
sdo encontrados na forma de pd ou de flocos brancos (COIMBRA, 1995). A
oxidacdo do PEG é detectada pela diminuicdo do pH, devido a liberacdo de
grupos acidos, que altera a coloragao da solu¢do para marrom (BAMBERGER et
al., 1985).

O PEG possui propriedades de interesse em biotecnologia (HARRIS,
1992):

e & soluvel em agua, tolueno e em muitos outros solventes orgéanicos;
e ¢ insoluvel em éter etilico e hexano;

e pode ser usado para precipitar proteinas e acidos nucléicos;

e forma SAB com solu¢des aquosas de outros polimeros ou sais;

e ¢ atoxico e foi aprovado pela FDA (Food and Drug Administration);
e ¢ biodegradavel; e

e nao provoca a diminui¢ao da atividade de materiais bioldgicos.
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2.3.4.2. Fosfato de Potassio

Os fosfatos sdo compostos preparados a partir do acido fosférico. Sao
utilizados como ingredientes alimenticios em emulsdes e dispersdes, entre outros
(DZIEZAK, 1990).

Os fosfatos de potassio monobasico e dibasico (KH2PO4, KoHPO4) estao
incluidos dentro da classificacdo dos ortofosfatos. Sao utilizados como
emulsificadores e umectantes de carnes, sdo bons controladores de pH, tém
capacidade de formar solugdes-tampdo, além de inibirem o crescimento de
microrganismos (DZIEZAK, 1990).

O fosfato de potassio monobasico tem massa molar igual a 136,09 e sua
férmula quimica é KH,P04. O fosfato de potassio dibasico tem massa molar igual

a 174,18 e sua férmula quimica é K;HPO,,

2.3.5 Distribuicao de Biomoléculas em Sistemas Aquosos Bifasicos

Materiais bioldgicos adicionados em SAB distribuem-se entre as duas
fases, sem perda da atividade biologica. A relacdo entre a concentragdo de
biomoléculas na fase superior e aquela na fase inferior define o coeficiente de
particao (K) em sistemas aquosos (ALBERTSSON, 1986):

em que
Cr = concentragédo da biomolécula na fase superior (mg/mL); e

Cg = concentragao da biomolécula na fase inferior (mg/mL).

Estudos empiricos com SAB mostraram que a distribuicdo de proteinas é
funcdo de diversos fatores, como:
e Massa molar do polimero

MACHADO (1999), utilizando um sistema PEG-MD para particdo de
células microbianas, observou que, com o aumento da massa molar do PEG, as

células migraram para a fase inferior rica em MD, diminuindo o coeficiente de
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particdo. Um aumento da massa molar do PEG de 4.000 para 8.000 daltons
provocou decréscimo de 70 vezes no valor de K.

CHEN (1992), usando um SAB composto por PEG-FFP para a separagao
de proteinas do soro de queijo tipo Cheddar, observou que os coeficientes de
particdo da o-la e B-lg diminuiram com o aumento da massa molar do PEG.

e Concentracao dos polimeros

Estudos feitos por SCHMIDT et al. (1994) mostraram que o aumento da
concentracdo de PEG em um sistema PEG 4.000/fosfato causou decréscimo de
3,2 vezes no coeficiente de particido da o-amilase, de K = 45 para K = 14.

MACHADO (1999), analisando a particdo de células microbianas em
sistemas PEG 4.000-MD, observou que o aumento da concentracdao de PEG
diminuiu o coeficiente de partigdo, ou seja, quanto maior a concentragédo de PEG,
maior numero de células migra para a fase inferior.

e Potencial hidrogeniénico

O pH influencia a dissociagdo dos grupos ionizaveis das proteinas,
alterando a cargas da sua superficie e, consequentemente, o seu coeficiente de
particao (LEHNINGER, 1976).

SCHMIDT et al. (1994) revelaram que ao elevar o valor do pH de 5,3 para
9,5, o coeficiente de particdo da o-amilase foi aumentado 29 vezes.

e Sais

A composicdo dos sais presentes em SAB é importante para o sucesso
da particdo de todas as espécies de moléculas e particulas celulares (ASENJO,
1990).

MACHADO (1999) verificou que, no caso de células microbianas, o
coeficiente de particao diminuiu com a adicdo de sal. Quando foi feita a adi¢ao de
0,9% de NaCl no sistema PEG 400-MD, o coeficiente de particdo das células caiu
drasticamente de 0,84 para 0,08.

e Temperatura

As mudancas de temperatura podem afetar diretamente a formacédo do
SAB, pois alteram a composicdo das fases e a posi¢cdo da curva binodal no
diagrama de equilibrio, bem como o comprimento das linhas de amarragéo.
Geralmente, para temperaturas inferiores a 20°C, a curva binodal desloca-se em

direcdo as baixas concentragdes dos componentes que formam as fases,
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resultando em aumento do comprimento das linhas de amarragdo. Os sistemas
préximos do composigao do ponto critico sdo mais influenciados pela mudancga de
temperatura, devido a sua instabilidade. Quando a curva binodial é deslocada, o
sistema pode atingir facilmente a regido monofasica (BAMBERGER et al., 1985;
TJERNELD et al., 1990).

Para sistemas formados por PEG e MD, foi constatado que a elevacéo da

temperatura aumentou a inclinagao das linhas de amarragao (MACHADO, 1999).
2.3.6. Aplicagoes em Grande Escala

A purificagdo de proteinas em grande escala, empregando SAB, constitui
uma técnica alternativa e economicamente viavel, comparada com 0s processos

tradicionais de purificagdo de biomoléculas. Algumas aplicagées sao mostradas
na Tabela 7.

Tabela 7 - Aplicacbes da extracdo com SAB

Biomolécula Sistema Referéncia
Pululanase PEG — Dx Husted et al.,1978
Formaldeido desidrogenase = PEG — Dx Kroner et al.,1994
Fumarase PEG - fosfato Papamichael, 1992
B- galactosidase PEG - fosfato Veide et al.,1983
o-glucosidase PEG - fosfato Husted et al.,1985
Superoxido Dismutase PEG - fosfato Boland et al., 1991
Lactato Desidrogenase PEG — aquafase Tjerneld et al., 1987
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Processos de
Separagao (LPS) do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal de Vigosa-MG.

3.1. Selegao e Caracterizagao do Sistema de Trabalho

3.1.1. Preparo dos Sistemas de Fases

Foram analisados sistemas contendo Polietilenoglicol (PEG) com massas
molares médias de 1.500, 4.000, 6.000 e 8.000 daltons e fosfato de potassio
monobasico e dibasico (FFP).

Os critérios empregados para a escolha dos SABs, que melhor se
adequaram a separagao da o-lactoalbumina e B-lactoglobulina, foram a relagéao

de volumes entre fases proxima da unidade e o maior coeficiente de partigao.

3.1.1.1 Ensaios em Bancada

Os sistemas aquosos bifasicos foram formados a partir de solucdes
estoques de PEG (50% peso/peso) e FFP (30% peso/peso; pH 7). Para o preparo
das solugdes-estoque de sal a 30%, foram adicionadas quantidades de fosfato de

potassio monobasico (KH2PO4) e dibasico (K;HPO4) na proporgao de 1:1,82, para
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que fosse atingido o pH 7. Os sistemas, nas concentragdes desejadas, foram
obtidos em tubos de ensaio, pesando as massas dos componentes provenientes
das solugdes-estoque. Por exemplo, o sistema 18% PEG (p/p) -18% FFP (p/p, pH
7) foi formado adicionando-se em um tubo de ensaio 3,6 g da solugao-estoque de
PEG, 6 g de solugéo-estoque de FFP (30% p/p, pH 7) e agua, até completar 10 g.
Em seguida, os tubos foram agitados manualmente, por inversao, durante cinco
minutos e deixados em repouso por 12 horas, para separagcao das fases. Na
determinacdo do coeficiente de particdo foram empregados 25 g de sistema.

Nesse caso, usou-se solugao-estoque de FFP 40% (p/p, pH 7).

3.1.1.2. Ensaios no Extrator

Para os experimentos no extrator Graesser operado de forma continua,
foram preparados sistemas em maior quantidade. Para o sistema estudado (18%
PEG 1500 -18% FFP - 64% &gua) foram pesados diretamente 3,6 kg de PEG
1500, 1,3 kg de fosfato de potassio monobasico, 2,3 kg de fosfato de potassio
dibasico e 12,8 kg de agua, totalizando 20 kg. Para cada teste foram usados
aproximadamente 30 kg de sistema. Os componentes foram agitados por duas
horas em recipientes plasticos. Depois de interrompida a agitagcéo, o sistema foi
deixado em repouso por 12 horas, para atingir o estado de equilibrio e para

separacgao das fases. As fases separadas foram introduzidas no extrator.

3.1.2. Relagao de Fases

Para os sistemas PEG - FFP foram determinadas as relagdes de volumes
entre as fases, a partir dos sistemas preparados em 3.1.1.1. Esta relacéo foi
obtida pelo calculo dos volumes das fases, ao variar as concentragbes de
polimero e de fosfato de potassio e a massa molar de PEG.

Os volumes foram calculados com o auxilio de um paquimetro e de uma
escala métrica, medindo-se o didmetro e a altura das fases nos tubos que as
continham (MACHADO, 1999).
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3.1.3. Quantificagao de o - lactoalbumina e B-lactoglobulina nas fases

As proteinas o-la e B-Ilg foram quantificadas por cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC-Shimadzu, modelo LC-10VP). Apds varios testes, as
condicdes de analise foram as seguintes:

-Coluna de fase reversa: (CLC ODS-C18- Shimadzu) de 250 mm por 4,6 mm
-Coluna de guarda: (CLCG-ODS- Shimadzu) de 10 mm por 4 mm

-Fase movel: (A) acetonitrila, (B) NaCl 0,15 M, pH 2,5

-Vazao da fase mével: 1 ml/min

-Temperatura: 40°C

-Detector: feixe de diodos (SPD-M10AVP- Shimadzu)

-Volume de injegao: 20 uL

-Comprimento de onda: 210 nm

Os reagentes empregados foram de grau analitico, a agua foi deionizada,
e a acetonitrila, de grau cromatografico. Todas as solugbes de amostras,
preparadas com agua deionizada e desgaseificada, foram filtradas em membrana
de acetato de celulose de 0,2 um (Durapor). Aliquotas das fases foram injetadas

de forma automatica e todas as analises foram feitas em duplicata.
3.1.4. Coeficiente de Particao das Proteinas

O coeficiente de particdo foi determinado apds a incorporacdo aos
sistemas pré-selecionados de 10 mg de o-la ou B-lg, puras ou em solugéo (10
mg/mL). Posteriormente, a massa do sistema foi completada até 25 g com a
adicdo de agua. Essa mistura foi agitada por duas horas em um agitador
magnético. O sistema foi entdo colocado em funil de separagao e permaneceu em
repouso por 12 horas, até atingir o estado de equilibrio. Ap6s este intervalo de
tempo, retiraram-se aliquotas das fases superior e inferior, para quantificagao da
concentragdo das proteinas por cromatografia liquida em fase reversa (HPLC-
RP). O coeficiente de particdo (K), definido como a razdo entre a concentragao
de o-la ou B-Ig na fase rica em PEG (Cr) e a concentragdo da mesma proteina na
fase rica em sal (Cg), foi calculado através da expressao:

k =§—; (4)
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3.1.5. Curva-Padrao

As curvas-padrao para a o-la e B-lg foram construidas usando-se
solugdes das proteinas puras em concentragdes na faixa de 0,02 mg/mL a 2,0
mg/mL. As solugdes de proteinas foram preparadas empregando-se a fase mével
A (NaCl 0,15M, pH 2,5), o pH da fase moével foi ajustado usando-se uma solugao
concentrada de HCI e o coeficiente de determinacdo para cada curva-padrao foi
calculado por meio de analise de regressao linear.

3.1.6. Propriedades Fisicas das Fases e Diagrama de Equilibrio
3.1.6.1 Densidade

As densidades das fases foram determinadas em picnémetro de 25 cm®, a
25°C. Foi pesado em uma balanca analitica (M-310-DENVER) o picndmetro com
a fase inferior ou superior, e a densidade foi calculada pelo peso da fase, dividido

pelo volume do picnémetro, o qual foi primeiramente calibrado com agua.
3.1.6.2. Viscosidade

A viscosidade de cada uma das fases foi determinada em um
viscosimetro de Ostwald. Para isso, foi necessario calcular inicialmente o valor da
constante (k) do viscosimetro, com o uso de agua. Em seguida, foi medido o
tempo médio de escoamento (t) de cada fase no capilar do viscosimetro, sendo a

viscosidade calculada para cada fase, mediante a relagéo:

n = kpt (5)

em que m (cP) é a viscosidade dinémica, k é a constante do redbmetro, p (glcm®) é

a densidade e t (s)é o tempo médio de escoamento.
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3.1.6.3. Tensao Interfacial

Para a medida do didmetro da gota, necessario para o célculo da tensao
interfacial, foi usado um tensiémetro de gotas (Spinning Drop Tensiometer SITE
04 - KRUSS, Alemanha). Uma pequena gota de 10 uL do fluido de menor
densidade (PEG 1500) foi introduzida em um capilar de vidro preenchido com o
fluido mais denso (FFP). O capilar foi mantido em uma temperatura fixa (20°C),
girando horizontalmente em velocidades de 2.000, 3.000, 4.000, 5.000 ou 7.000
rotagdes por minuto. Um banho termostatico de 6leo (DC30/DL30 - HAAKE) e um
banho termostatico (TE-184 - TECNAL) foram usados para o controle da
temperatura do capilar.

O campo centrifugo criado artificialmente pela rotagao do capilar gera
uma forga centripeta que promove o estiramento da gota ao longo do eixo de
rotagcao e, em sua elongacgao, € maior com o aumento da velocidade de rotagao.
Entretanto, devido ao aumento da area, a tensao interfacial se opde a elongagao
da gota e obtém-se um estado de equilibrio (PRINCEN et al., 1967). O diametro
da gota foi medido no estado de equilibrio, para cada velocidade, através da lente
ocular e da escala graduada presentes no tensidmetro. Para o calculo da tensao

interfacial, utilizou-se uma variagdo da equagao de VONNEGUT (1942):

o = e.(vd)’.n% Ap (6)

em que

¢ = tensao interfacial (mN/m);

e = constante do equipamento (3,427 x 107 mN.cm®.min? / m.g.mm?®) ;

v = fator de corregéo (0,17 mm / sdv) (sdv: unidade da escala do tensiémetro);
d = didmetro da gota (sdv);

n = velocidade de rotagdo (rpm); e
Ap = diferenca de densidade entre as fases (g/mL).
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3.1.6.4. Diagrama de Equilibrio

Nas analises da composicdo dos sistemas aquosos bifasicos, foram
determinadas as concentragbes de dois componentes, sendo o teor do terceiro
obtido por diferenga. Para significativo numero de sistemas PEG/SAL encontrados
na literatura, sdo quantificados os conteudos de sal e de polimero, calculando-se
o teor de agua por diferengca. Neste trabalho optou-se por determinar a
concentragao de sal e de agua. O teor de PEG foi obtido por diferenca. Fosfato de
potassio e agua foram quantificados através da titulagdo potenciométrica e da
metodologia 31002 da AOAC modificada, respectivamente.

3.2. Caracterizagao Hidrodindmica do Equipamento

Para caracterizacdo hidrodinamica do extrator Graesser foram usados a
distribuicdo de tempos de residéncia, o coeficiente de dispersao axial e o “Hold-
Up”.

3.2.1. Extrator Graesser

O extrator Graesser (Figura 7) € constituido por um corpo cilindrico de
vidro, equipado com um motor de 0,25 kW e 35 compartimentos formados por 37
placas circulares de ago inoxidavel. Em cada placa estdo fixados seis cestos
semicilindricos de ago inoxidavel, parcialmente abertos na direcado da mistura. As
dimensdes do extrator estado listadas na Tabela 8.

As fases, escoando em modo contracorrente, foram alimentadas pelas
extremidades do corpo cilindrico. A fase rica em sal foi introduzida e retirada na
parte inferior pelos lados esquerdo e direito, respectivamente. A fase rica em PEG
foi introduzida e retirada na parte superior pelos lados direito e esquerdo,

respectivamente.
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Figura 7 - Montagem experimental do extrator Graesser.

Tabela 8 - Dimensoes do extrator Graesser

Diametro (cm)
Interno 10,00
Placa cilindrica 9,40
Cestos semicilindricos 2,54
Tubos de entrada e saida 1,30
Eixo do rotor 1,30
Comprimento (cm)
Total 101,00
Regido de mistura 92,00
Regiao de separacgao 9,00
Espacamento entre placas cilindricas 2,54

3.2.2. Condigoes Operacionais do Extrator

Foram testadas a influéncia de diferentes velocidades de rotagao (6,6; 10;
12,5; e 15,5 rpm) e relagdes de vazdes entre fases polimérica e salina (1:1;

1:0,75; 1:0,5; e 1:0,25) sobre a distribuicdo de tempos de residéncia e o "Hold-
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Up". Para a medida da velocidade de rotagdo foi usado um tacometro digital
(AMETEK, modelo 1726).

Para os experimentos de distribuicdo de tempos de residéncia nas fases
polimérica e salina, as relagdes entre as fases (rica em FFP/ rica em PEG)
escolhidas foram 1:1; 1:0,75; e 1:0,5. As vazdes volumétricas para a fase
polimérica foram de 40 mL/min e 60 mL/min e, para a fase salina, de 80 mL/min e
60 mL/min. A fase salina foi introduzida como a fase de fundo, e a polimérica,

como a de topo.

3.2.3. Fragao Volumétrica Retida da Fase Polimérica

Apo6s atingir o estado estacionario, foi determinado o “Hold Up” da fase
rica em PEG em uma dada condigdo de velocidade de agitagao e relagdo de
vazoes. O “Hold Up” foi obtido pelo método do estancamento, interrompendo-se
simultaneamente a agitacédo e todas as correntes de entrada e saida do extrator.
O equipamento foi entdo descarregado e as fases levadas a decantagao para
leitura dos volumes, sendo o “Hold-Up” calculado mediante a equacao 2. Essa
técnica leva a medidas de “Hold-Up” médio.

3.2.4. Distribuicao de Tempos de Residéncia

A distribuicao dos tempos de residéncia (DTR), tanto da fase polimérica
como da fase salina, foi obtida pelo método da injecdo de um corante, na forma
de um pulso Dirac. O tragador foi injetado com o extrator operando em cada uma
das velocidades de rotagao escolhidas e para as diferentes vazdes das fases. O
tempo de residéncia médio foi calculado por meio da equacéo 1. Foi avaliada a
aplicabilidade de quatro modelos de DTR: o da disperséo, para sistemas aberto e

fechado, o da difusdo molecular e o de tanques em série.

3.2.4.1. Fase Polimérica

Foi utilizado um pulso de 1 mL de azul-de-cibacrom (concentragédo de 15
mg/mL e tempo de injecdo de 2 s). O tragador foi injetado na entrada da fase

PEG. A concentracdo do tracador na saida da fase polimérica foi determinada
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por medidas de absorbancia, a 595 nm (espectrofotdmetro, Varian-Cary 50). A
coletagem de amostra foi feita em intervalos de cinco minutos (COIMBRA, 1995).

3.2.4.2. Fase Salina

Para a fase salina foi usado um pulso de 1 mL de azul-de-dextrana
(concentracdo de 70 mg/mL, em 5% de uma solugdo alcodlica, e tempo de
injecéo de 4 s). O corante foi injetado pela entrada da fase salina e quantificado
na saida desta fase por medidas de absorbancia a 595 nm (espectrofotdmetro,
Varian-Cary 50). A coletagem de amostra foi feita em intervalos de cinco minutos
(COIMBRA, 1995).

3.3. Reagentes e Equipamentos

3.3.1. Reagentes Fabricante

e Polietileno Glicol (PEG) 1500 MERCK/VETC/LABSYNTH
e Polietileno Glicol (PEG) 4000 SIGMA

e Polietileno Glicol (PEG) 6000 SIGMA

e Polietileno Glicol (PEG) 8000 SIGMA

e Fosfato de potassio monobasico e dibasico MERCK/VETEC/LABSYNT
e Acetonitrila HPLC MERCK

e Cloreto de sddio MERCK

e Azul-de-cibacrom SIGMA

e Azul-de-dextrana SIGMA

e Metano HPLC SIGMA

e o - lactoalbumina SIGMA

e [-lactoglobulina SIGMA

3.3.2. Equipamentos Fabricante

e Coluna cromatografica, 25 cm, C18, CLC ODS(M) SHIMADZU

e Cromatografo HPLC modelo LC-10VP SHIMADZU

e Auto-Injetor (SIL-10ADVP) SHIMADZU

e Bombas analiticas dosadoras (LC-10ADVP) SHIMADZU
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Detector Fotométrico (UV- Visivel- SPD-M10AVP) SHIMADZU

Espectrofotometro (Cary 50) VARIAN

Forno para Aquecimento (CTO-10AVP) SHIMADZU
Sistema de Controle do HPLC (SCL-10AV) SHIMADZU
Potencidmetro DM20 DIGIMED
Picnémetro PYREX
Ultra-som modelo1510 BRANSON
Extrator Graesser (100 x 10 cm) QVF

Bombas peristalticas modelo 7523-20 (10-600 rpm) COLEPARMER
Banho Termostatico modeloTE-184 TECNAL
Redmetro de Ostwald PYREX
Tensidometro SITE(Spinning Drop Interfacial Tensiometer) KRUSS
Balanga analitica modelo M-310 DENVER
Tacémetro digital modelo 1726 AMETEK
Bomba de vacuo modelo 355.b.2 QUIMIS
Agitador mecanico modelo 50003-30 COLEPARMER
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos experimentalmente sdo analisados e discutidos a

sequir.

4.1 Quantificagao de a-lactoalbumina e B-lactoglobulina

Na analise do coeficiente de particdo foi necessario, primeiramente, definir
um método analitico para determinar as concentragcbes das proteinas presentes
em maior quantidade no soro de queijo.

Para quantificagdo das proteinas o-la e 3-Ig, foi desenvolvido um método
por cromatografia liquida de alta resolugdo, em coluna de fase reversa (HPLC-
RP), com as seguintes condigdes cromatograficas: temperatura do forno de 40°C,
temperatura ambiente de 25°C, fluxo de 1 mL/min, pressdao de 11,76 Mpa e
volume da amostra 20 uL. As fases moveis selecionadas e o gradiente
empregado na determinagao analitica da o-la e B-lg podem ser vistos nas Tabelas
9 e 10, respectivamente. Cabe mencionar que esta metodologia apresentou boa
eficiéncia na separagdo dos picos, assim como um tempo de analise

relativamente curto, igual a 33 minutos.
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Tabela 9 - Composicéo das fases moveis usadas na cromatografia liquida

Fase moével A Fase mével B
0,15M NaCl pH 2,5 Acetonitrila 100%

Tabela 10 - Gradiente empregado na determinagéo analitica de o-la e B-Ig

Tempo (min) Fase mével B (%)
Gradiente 0-3 36
Gradiente 3-27 48
Gradiente 27 -30 0

As curvas-padrdao obtidas com solugdes puras das proteinas estéao
representadas nas Figuras 8 e 9. Pode-se observar que os coeficientes de
correlagdo foram elevados para o-la e B-lg (R%, = 0,9974 e RZB = 0,9972,

respectivamente).
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Figura 8 — Curva-padrao para o-lactoalbumina.
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Figura 9 — Curva-padrao para B-lactoglobulina.

Na Figura 10 observa-se um cromatograma das amostras de proteinas
puras usadas na construcdo das curvas-padrdao, nas quais foram obtidos dois
picos para B-lg. Essa ocorréncia deve-se ao fato de a B-Ilg ser um dimero formado
por B-Ig A e B-lg B (CAYOT e LORIENT, 1997). Observa-se que as condi¢des
cromatograficas usadas permitiram boa resolu¢do na separagao da B-lg A e B-lg
B em um curto tempo de analise. A B-Ig € considerada o principal componente
alergénico do leite bovino, e as variantes genéticas sdo as que provocam
diferentes respostas alergénicas (CAYOT e LORIENT, 1997).

A metodologia mostrou-se também adequada para quantificacdo das
proteinas em amostras de soro de queijo in natura, obtido na fabricagdo de queijo
tipo mussarela. Como mostra a Figura 11, para este produto também foram
observados os dois picos para a B-lg. Foram também analisadas amostras de
isolado protéico do soro de queijo em po6 (BiPro, Davisco Foods), com boa
resolugaéo dos picos da o-la e B-lIg. As concentragbes para ambas as proteinas,

nos dois produtos, sdo apresentadas na Tabela 11.

41



Absorvéancia x 10 -3

75(
ﬂ
= ‘ 40
x a—la‘
3 50(
&
2
o
: |
<
‘ ” | r20
aali
- |
| Il
| f\ “
oLt W e
! [ [ 1l ! I
' T T T T T
0 10 15 20 25 30
Minutos
Figura 10 - Cromatograma tipico dos padrdes de o-la e 3-Ig.
200¢
40
100¢
20
||
0 o
T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Minutos

Figura 11 - Cromatograma do soro de queijo in natura.
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Tabela 11 - Concentragédo de o-la e B-Ig no soro de queijo in natura e no isolado

protéico
Amostra o-la B-lg
Soro in natura (queijo mussarela) 1,12 mg/mL 2,56 mg/mL
Isolado protéico do soro (WPI) 21.63 mg /mL 62,55 mg/mL

4.2 Selecao e Caracterizagao do Sistema de Trabalho

A selecao do SAB foi feita avaliando-se a relagcdo de volume entre as
fases e os coeficientes de particdo das proteinas, os quais sdo apresentados a

seqguir.

4.2.1 Relagcao de Volumes entre as Fases

Foi analisada a influéncia de concentracbes de FFP e PEG, com
diferentes massas molares (1.500, 4.000, 6.000 e 8.000 daltons) sobre a relagéo
de volumes entre as fases formadas. Com PEG de 4.000, 6.000 e 8.000 daltons
foram formados sistemas com propor¢des de fases distantes da unidade, como
mostrado na Tabela 12. Esses sistemas foram entao eliminados dos estudos pelo
critério da relacédo de volumes entre as fases. Empregou-se, portanto, PEG de
massa molar de 1.500 daltons nos experimentos de coeficiente de particdo. Uma
relacdo de volumes entre as fases muito distante da unidade nao inviabiliza o
processo, mas leva ao descarte de grande quantidade de uma das fases em
detrimento da outra, aumentando os custos do processo. Uma relacdo de
volumes entre as fases distante da unidade podera ser satisfatoria se o composto
desejado for coletado na fase que estiver em menor quantidade, o que facilitara a
sua separacgao e pré-concentragao.

Os sistemas formados com PEG de 4.000, 6.000 e 8.000 daltons e com
relacdo de fases proximas da unidade n&o foram incluidos nas analises
posteriores, por apresentarem tempos de separagdo maiores aos dos sistemas
formados com PEG 1500.
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Tabela 12 - Relacéo de volumes entre as fases

PEG FFP Vfs/Vfp Vfs/Vip Vfs/Vfp Vfs/Vfp
(%) (%) PEG 1500 PEG 4000 PEGG6000 PEG 8000

12 10 NF 0,81 NF 1,90
12 14 1,40 1,65 1,55 1,64
12 16 1,65 1,96 1,76 1,81
12 18 1,87 2,34 2,13 2,15
12 20 2,08 2,26 2,25 2,30
14 10 NF 0,78 1,12 0,97
14 14 1,13* 1,36 1,55 1,59
14 16 1,67 1,68 1,65 1,63
14 18 1,59 1,78 1,73 1,83
14 20 1,76 1,90 2,00 1,95
16 10 0,39 0,74 0,77 0,42
16 14 1,00* 1,29 1,20 0,80
16 16 1,19* 1,46 1,37 1,10
16 18 1,58 1,64 1,52 1,50
18 7 NF 0,14 0,25 0,25
18 10 0,46 0,67 0,73 0,74
18 14 0,90* 1,30 1,12 1,25
18 18 1,17* 1,27 1,35 1,35
2 7 NF 0,25 0,30 0,34
22 10 0,43 0,56 0,59 0,61
22 14 0,74 0,82 0,85 0,89
22 16 0,88 0,93 0,96 0,96
24 7 0,12 0,60 0,29 0,33
24 10 0,42 0,58 0,52 0,58
24 14 0,66 0,73 0,75 0,74

* Sistemas pré-selecionados; Vfs = volume da fase salina; Vfp = volume da fase

polimérica; NF = n&o formou fases.
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A Tabela 13 mostra os sistemas pré-selecionados para os estudos de
coeficiente de particéo.

Tabela 13 — Sistemas pré-selecionados

Sistema PEG 1500 (%) FFP (%)
S1 14 14
S2 16 14
S3 16 16
S4 18 14
S5 18 18

4.2.2 Coeficientes de Particao

Os valores do coeficiente de particdo para o-la e B-Ilg obtidos com os
SABs pré-selecionados e formados com PEG1500 estdo apresentados na Tabela
14. Praticamente toda a B-lg permanece na fase salina (baixo valor de K),
enquanto a a-la se transfere em grande parte para a fase polimérica (alto valor de
K), o que é indicativo da viabilidade da separagao destas proteinas por extragéo
liquido-liquido em sistemas aquosos bifasicos compostos por PEG e fosfato de
potassio.

O coeficiente de particdo da o-la € maior que a unidade para todos os
sistemas testados, significando que maior quantidade desta proteina migrou para
a fase superior. Com a B-lg um efeito inverso foi observado, ocorrendo a sua
concentracdo na fase inferior. Verifica-se, assim, a existéncia da separacéo

seletiva dessas proteinas do soro de queijo.
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Tabela 14 - Coeficientes de particéo para o -la e B-Ig

FFP(%) PEG 1500 (%)
Ko KB
14 16 18 14 16 18
14 5,46 4,67 4,80 0,160 0,015 0,016
16 NT 4,75 NT NT 0,021 NT
18 NT NT 20,55 NT NT 0,030

NT = Sistemas nao testados pelo critério da relagado de volume entre as fases.

Os dados obtidos para K, e Kg foram préoximos daqueles determinados
por CHEN (1992) e COIMBRA (1995). Foi feita uma analise estatistica dos
dados, por meio do teste de Tukey em nivel de significancia de 5%, encontrando-
se diferengas significativas entre os tratamentos. As Tabelas 15 e 16 mostram a

comparagéo das médias de K, e Kgpara os sistemas testados.

Tabela 15 — Médias para Ko

Tratamentos Médias*
(PEG, FFP)

85 (18%, 18%) 20,55 a
1 (14%,14%) 5,46 b
(16% 16%) 4,80 b
2 (14%,16%) 4,75 b
3 (14%,18%) 4,67 b
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Tabela 16 - Medias para Kg

Tratamentos Médias*
(PEG FFP)
S1(14%, 14%) 0,160 a
S5(18%,18%) 0,030 b
S3(14%,18%) 0,021 b
S4(16%,16%) 0,016 b
S2(14%,16%) 0,015 b

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Pode-se notar que o sistema composto por 18% PEG - 18% FFP (S5) foi
0 mais indicado para a separagdo da o-la e B-lg, por apresentar um valor de k
superior ao dos outros sistemas. Observa-se que para os sistemas formados,
exceto o S5, os valores de K ndo diferiram significativamente a 5% de
probabilidade. Portanto, este sistema foi escolhido para avaliagéo da influéncia da

massa molar do PEG sobre o coeficiente de particdo das proteinas.

4.2.2.1 Influéncia da Massa Molar do PEG sobre o Coeficiente de Particao

A Figura 12 mostra o efeito da massa molar do PEG sobre o coeficiente
de particdo das proteinas o-la e B-Ilg. Observa-se que o aumento da massa molar
do polimero aumenta a concentragdo de o-la na fase inferior, ocasionando a
diminuicdo do coeficiente de particdo. Esse comportamento € devido,
possivelmente, a elevacao da hidrofobicidade do PEG com o aumento da massa
molar do polimero. Para a B-Ilg foi observada uma tendéncia inversa, isto &,
crescimento de K com a elevagao da massa molar do polimero, exceto para PEG
8.000. O uso de PEG 1.500 foi, entdo, o mais apropriado para a separagao das

proteinas, pois levou a uma separagao de o-la e 3-Ilg em maior proporgao.
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Figura 12 - Efeito da massa molar do PEG na particgdo de o-la e B-lg. Sistema
18% p/p PEG - 18% p/p FFP, a 25 °C.

A influéncia da massa molar do polimero em sistemas PEG-sal foi
estudada por CHEN (1992), e os resultados apresentados na literatura concordam

com os deste trabalho.

4.2.3 Propriedades Fisicas das Fases e Diagrama de Equilibrio

4.2.3.1 Densidade

A Figura 13 apresenta as densidades das fases dos sistemas pré-
selecionados, a 25°C.

Observou-se diferenca de densidade entre as fases. A fase inferior rica
em FFP é mais densa que a fase superior rica em PEG. Foi verificado aumento
da densidade da fase com a elevagao da concentracdo dos constituintes dos
SABs, isto é, de PEG e sal, sendo o sistema que apresentou a maior diferenca de
densidade aquele composto por 18% de PEG e 18% FFP, como mostrado na
Figura 13. Altas diferencas de densidade diminuem o tempo de separagdo de
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fases. O tempo de separacao das fases foi relativamente rapido, pois os SABs
PEG-sais apresentaram uma diferenca de densidades entre as fases na faixa de
8% a 14%.
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800 -
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200 ~

S1 S2 S3 S4 S5

OFase polimérica OFase salina B Diferenca (x10)

Figura 13 - Densidade das fases para os sistemas pré-selecionados, a 25°C.

4.2.3.2. Viscosidade

Na Tabela 17 encontram-se os dados de viscosidade de cada uma das
fases a 25°C, para o sistema S5, o qual apresentou coeficiente de particio mais

afastado da unidade.

Tabela 17 - Viscosidade das fases para o SAB 18% PEG 1500 -18% FFP, a 25°C

Fase Viscosidade (cP)
Polimérica 25,17
Salina 2,50
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O sistema S5 apresentou viscosidade elevada da fase polimérica.
COIMBRA (1995) também constatou elevada viscosidade da fase polimérica.
Esse fato € pouco frequente na maioria dos casos de extragdo liquido-liquido
tradicional, quando s&o usados sistemas organicos convencionais. Por exemplo,
AL-HEMIRI e KAREEM (1990), estudando a distribuicdo do tamanho de gotas em
um extrator Graesser, com sistemas organicos compostos por querosene-n-
butilamina-agua, determinaram viscosidades de 0,84 cP para a fase aquosa e
1,22 cP para a fase organica. Como observado na Tabela 17, a diferengca de
viscosidade entre as fases para o SAB aqui analisado foi da ordem de 22 cP.
Essa alta diferenca de viscosidade entre as fases tera seu impacto sobre o
comportamento hidrodinamico do extrator. Em estudo feito com SABs compostos
por PEG 1550 e FFP foi verificado que as fases exibiam comportamento
newtoniano, mostrando que a tensao de cisalhamento € linearmente proporcional

a taxa de deformacao e néo passa pela origem (COIMBRA, 1995).

4.2.3.3. Tensao Interfacial

Observa-se que ha elevagao da tensao interfacial com o aumento das
concentragdes de PEG e sal e redugao do teor de agua dos SABs. A Figura 14

mostra esse comportamento.
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Figura 14 - Tensao interfacial média em fun¢do da velocidade de rotagéo do
capilar do tensiémetro.
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Como pode ser visto na Figura 14, a velocidade de rotagcdo praticamente
nao alterou os dados de tensdo interfacial para um mesmo sistema, validando
assim o uso da equagdo de VONNEGUT (1942) para SABs compostos por PEG-
sal.

A Tabela 18 apresenta dados de tensdo interfacial, a 20°C, para os
sistemas pré-selecionados. As tensdes interfaciais obtidas encontram-se na faixa
citada por ALBERTSSON (1986). Observa-se que os valores de tensao interfacial
dos SABs pré-selecionados foram baixos, quando comparados com os sistemas
de extracdo liquido-liquido convencionais. Por exemplo, ARAVAMUDAN e BAIRD
(1999) determinaram para o sistema isopropanol-agua um valor de tenséo
interfacial de 35 mN/m. Uma tenséo interfacial elevada, de 20 mN/m, também foi
observada para o sistema composto por acido isobutirico-agua (GHALEHCHIAN e
SLATER, 1999). Altas tensdes interfaciais tendem a promover rapida separagéo
entre as fases, entretanto dificultam a dispersdo das fases durante a extragao,
aumentando o consumo de energia necessaria para gerar esta dispersao
(TREYBAL, 1968). Por outro lado, baixas tensdes interfaciais propiciam a

formacao de emulsdes estaveis, dificultando a separacéo das fases.

Tabela 18 - Tensao interfacial média dos sistemas pré-selecionados

Sistemas Tensao Interfacial (mN/m)
S1 0,28
S2 0,36
S3 0,54
S4 0,55
S5 1,01
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4.2.3.4. Diagrama de Equilibrio de Fases

Além da determinagao das propriedades fisicas, foi construido o diagrama
de equilibrio de fases para o sistema composto por PEG 1500 - FFP - agua, a
25°C e pH 7. Trés linhas de amarragao foram determinadas para este SAB, de
acordo com os dados apresentados na Tabela 19. A curva binodal € mostrada na
Figura 15. Observa-se que ocorre a formagao de duas fases em condigbes
extremas de baixas concentragdes de PEG e altas concentracdes de FFP ou em

altas concentragdes de PEG e baixas concentragdes de FFP.

Tabela 19 — Composig¢ao das fases para o sistema PEG 1.500 - FFP - agua, a
25°CepH?7

Ponto de mistura Fase superior Fase inferior
Sistema PEG FFP agua PEG FFP &agua PEG FFP  agua
1(0) 16,9 120 71,1 298 4,7 655 0,86 21,4 77,8
2(0) 18,8 134 678 355 35 61,0 1,70 23,2 75,1
3(A) 18,0 18,0 64,0 43.1 27 542 230 26.6 711
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Figura 15 - Diagrama de equilibrio para o sistema PEG 1.500 - FFP - agua, a
25°CepH?7.
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4.3. Caracterizagcao Hidrodindmica do Extrator Graesser

Para caracterizar a hidrodindmica do extrator Graesser foi avaliada a
distribuicdo de tempos de residéncia, que gerou os coeficientes de dispersao
axial, e foram feitas medidas de “Hold Up”, sob condicbes de operagao
preestabelecidas.

4.3.1. Distribuicao de Tempos de Residéncia e Dispersao Axial

Para descrever a DTR foram testados quatro modelos: os modelos de
tanques em série e da difusdo molecular, aos quais os dados obtidos no extrator
nao se ajustaram, e o modelo da dispersao axial para sistemas aberto e fechado.
Para o sistema fechado, o modelo representou bem os dados experimentais,
embora o ajuste tenha sido inferior ao do modelo da dispersao aberto, conforme
visto na Figura 16. A partir das equagdes para o modelo da dispersdo aberto
(LEVENSPIEL, 1992), foi calculado o numero de Peclet (Pe) pelo método de
Marquardt, usando-se o procedimento de regressdo nao-linear do SAS "proc
NLIN" (SAS, 1989). O numero de Pe foi usado para determinagdo dos
coeficientes de dispersao axial (Dx) para cada condi¢ao de trabalho.

A equacgao diferencial basica, em forma adimensional, usada para
representar o modelo da dispersao foi (LEVENSPIEL, 1992):

do  \ Pe A

d_c_( 1 jdzc dC (7)
dz'"*  dZ'

Com as variaveis adimensionais:
Pe = numero de Peclet (UL/Dy);

C = concentragdo adimensional (C/ X C));
0 = tempo adimensional (t/t,);

Z' = coordenada espacial (z/L);
Dy = coeficiente de dispersdo axial (m?.s™);
U = velocidade linear média (m.s™);

L = comprimento do extrator (m);

53



t = tempo (s);
t, = tempo de residéncia médio (s); e

z = distancia axial (m).

1,6 4 O Experimental
— — — Disperséo Aberto

Tanques em Serie
----- Difus&o molecular

Dispersao fechado

0,8 -

Eo

0,6

04 1

0,2

Figura 16 - DTR na fase polimérica para um pulso de azul-de-cibacron (Qp = 40
mL/min; Qs = 80 mL/min; 6,6 rpm).

Para obtencdo da funcado distribuicdo de tempos de residéncia, foram

empregados os termos definidos na Tabela 20.

Tabela 20 - Variaveis usadas nos modelos para predi¢gao da DTR

Variavel Definicao
Ei Ci/Q
Q 2 (Ci.At)
t; 2 (4.Ci.AG)/2(Ci.AL)
0 t/t:
E(e) tr-Ei
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A Figura 17 mostra que os dados obtidos experimentalmente foram bem
ajustados aqueles calculados pelo modelo da dispersao aberto, o qual apresentou
um coeficiente de determinacgao igual a 0,93. Os erros nao foram tendenciosos,

sendo os residuos distribuidos aleatoriamente.

1.4

1.2 1 o

0.8

0.6 4 o 5

X=y
o o predito

0.4 4

Valores experimentais

0.2 - oo

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

Valores preditos

Figura 17 - Dados experimentais versus dados preditos pelo modelo da dispersao,
para a fase salina (Qp =40 mL/min; Qs = 80 mL/min; 10 rpm).

4.3.1.1. Fase Polimérica

A Figura 18 € um exemplo da fungdo DTR para a fase polimérica obtida
através das concentracbes experimentais medidas na saida do extrator e
daquelas preditas pelo modelo da dispersdo aberto. Pode-se observar que os
dados experimentais foram bem reproduzidos pelo modelo da disperséo,
validando assim o uso dos resultados de DTR para o calculo do coeficiente de

dispersao axial pelo modelo da dispersao.
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COIMBRA (1995) e KADER et al. (1985) usaram o modelo da disperséo
aberto para a determinagao da DTR em um extrator Graesser e em uma coluna

Karr, respectivamente. O comportamento da curva de DTR observado pelos

O experimental

predito

0 0,5 1 1,5 2
0

autores foi semelhante ao obtido neste trabalho.

Figura 18 - DTR na fase polimérica (Qp = 40 mL/min; Qs = 80 mL/min; 6,6 rpm).

Por meio dos resultados das medidas de tempos de residéncia médios
para a fase polimérica, foi verificado que a taxa de escoamento da fase salina ndo
influencia a DTR da fase polimérica. A vazao da fase rica em PEG foi mantida fixa
para diferentes taxas de escoamento da fase salina. Como apresentado na
Tabela 21, os valores de tempo de residéncia médio foram proximos para a
mesma condi¢cao de vazao da fase polimérica (60 mL/min), para diferentes vazdes
da fase salina e velocidades de agitacao de 6,6, e 12,5 rpm. Para 10 rpm houve
maior variagdo, de 25%, no tempo de residéncia médio para os dois sistemas,
com vazao da fase polimérica constante. Esta variacéo para 6,6 rpm foi de 5%, e

para 12,5 rpm, de 2%.
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Uma alteragdo na vazao da fase polimérica, mantendo constante a vazéo
da fase salina (80 mL/min), levou a maiores valores de tempo de residéncia
médio para a mais alta vazdo da fase polimérica (60 mL/min). Este
comportamento era esperado, por se ter maior quantidade de fase polimérica no

interior do equipamento.

Tabela 21 - Tempos de residéncia médios para a fase polimérica

Vazdes (mL/min) Velocidade de rotagéo (rpm)
Qs-Qp 6,6 10 12,5
80 - 60 66,71 min 55,56 min 68,64 min
60 — 60 70,31min 69,49 min 69,85 min
80 —-40 60,10 min 63,94 min 66,15 min

Para a analise da mistura axial na fase rica em PEG, foi examinada a
influéncia da velocidade de rotagéo sobre o coeficiente de mistura axial (Dy). D foi
calculado a partir da equagao para o modelo da dispersao, mediante a relagao: Dy
= UL/ Pe, em que Dy é 0 coeficiente de mistura axial (m?.s™”), U é a velocidade
linear da fase (m.s™), L é o comprimento do extrator (m) e Pe é o nimero de
Peclet (adimensional) gerado para as diferentes condi¢des de trabalho.

A mistura axial pode ser influenciada pela velocidade da fase ou pela
relagéo entre as velocidades lineares das fases (COIMBRA, 1995). Para analisar
essa dependéncia, foram realizados experimentos em diferentes velocidades
lineares da fase polimérica. Como mostrado na Figura 19, foi constatado que o
aumento da velocidade linear da fase polimérica elevou o grau de mistura axial,
expresso por maiores valores de Dy. Esse comportamento era esperado, pelo fato
de que maiores velocidades lineares podem aumentar a turbuléncia do sistema e,
conseqiientemente, os valores de D,. Para a velocidade de 1,27x 10™ m/s, o
coeficiente de mistura axial foi maior em mais altas velocidades de rotagao, as

quais podem provocar acréscimo no grau de turbuléncia do sistema. Entretanto,
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para a velocidade de 0,84 x 10 m/s, D, mostrou comportamento oposto, devido,
provavelmente, a maior quantidade de fase menos viscosa, salina, presente no
interior do equipamento. WANG et al. (1977), estudando o comportamento
hidrodindmico de um extrator Graesser, operando com um sistema composto por
querosene-n-butilamina, observaram que o coeficiente de mistura axial diminuiu

tanto com o aumento da vazao da fase de menor viscosidade quanto com o da

.l /
i o\o\o

—&—VLfp = 1,27X10-4 m/s( 60 mL/min)

2

14 —O—VLfp = 0,84 x10-4 m/s (40mL/min)

Coeficiente de mistura axial
(Dx.10 m%s)

0 T T T T T T T 1

5 6 7 8 9 10 11 12 13
Velocidade de rotagao (rpm)

velocidade de rotagao.

Figura 19 - Influéncia da velocidade de rotagéo sobre Dy na fase polimérica (Qs
= 80 mL/min).

A Figura 20 mostra que o grau de mistura axial para a fase polimérica foi
influenciado pela razdo entre as vazdes das fases. O coeficiente de mistura axial
foi maior para a razdo 1,33 que para a razao 1, em todas as velocidades de
rotagdo testadas e para a vazdo da fase polimérica mantida constante (60
mL/min). Esse comportamento era esperado, pois 0 aumento de vazdes leva a
aumento da velocidade linear das fases e, em consequéncia, a maior grau de
turbuléncia no sistema. Nessas condi¢gdes, pode-se observar que existe

dependéncia suave de D com a velocidade de rotagao.
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Figura 20 - Influéncia da velocidade de rotagcdo sobre Dy na fase polimérica
(Qp = 60 mL/min).

4.3.1.2. Fase Salina

A Figura 21 apresenta a DTR normalizada para a fase salina. Os pontos
referem-se aos dados medidos experimentalmente, e a linha cheia, aos valores
calculados pelo modelo da dispersao aberto. Nota-se que o modelo foi bem
ajustado aos dados obtidos experimentalmente, com um R? igual a 0,92. Neste

caso, também foi observado que os residuos se distribuiram aleatoriamente.
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Figura 21 - DTR na fase salina (Qp = 60 mL/min; Qs = 60 mL/min; 10 rpm).

A Tabela 22 apresenta os resultados de tempos de residéncia médios
para a fase salina. Verifica-se que, quando a vazao da fase salina permanece
constante (80 mL/min), os tempos de residéncia médios da fase salina sdo mais
influenciados pela vazao da fase polimérica do que os da fase polimérica pela
vazao da fase salina. No comportamento da DTR para a fase salina, os valores de
tempos de residéncia médios, sob as mesmas condicdes de vazao e diferentes
velocidades de rotagao, variaram entre 36% e 67%. Essas diferencas podem ser
atribuidas a elevada viscosidade da fase polimérica, o que pode provocar

alteragdes sobre o0 escoamento das fases e na hidrodinamica do equipamento.

Tabela 22 - Tempos de residéncia meédios para a fase salina

Vazdes (mL/min) Velocidade de rotagéo (rpm)
Qs_Qp 6,6 10 12,5
80 -60 47,46 min 50,80 min 47,14 min
80-40 79,54 min 71,63 min 64,55 min
60 — 60 55,86 min 59,92 min 47,16 min
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Na Tabela 22 observa-se que, em uma mesma condi¢cdo de vazao da fase
polimérica (60 mL/min), os tempos de residéncia médios da fase salina
diminuiram com o aumento da vazéo da fase salina e, portanto, com o aumento
da velocidade linear desta fase, para todas as velocidades de rotagao testadas.
Em estudos de DTR para trocadores de calor do tipo tubular, foram obtidos
resultados semelhantes aos deste trabalho. Foi verificado que o tempo de
residéncia médio diminuiu com o aumento da vazéo do fluido que escoava no
interior dos trocadores de calor (TORRES et al.,1998; ALHAMDAM e SASTRY,
1998; SALENGKE e SASTRY, 1995).

A Figura 22 mostra a dependéncia da mistura axial na fase salina com o
aumento da velocidade de rotagcdo. Observa-se também que maiores vazdes da
fase salina levaram a um aumento do grau de mistura axial, expresso por
maiores valores de Dx, para velocidades constantes. A mesma tendéncia foi
verificada para a fase rica em PEG. Assim, maiores velocidades de rotagéo
levaram a um maior grau de turbuléncia do sistema, aumentando os valores de
Dx .

»
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I

—a— Vfsalina = 80mL/min
—A— Vfsalina =60mL/min

Coeficiente de mistura axial( Dx.10°m?%s )

o

5 6 7 8 9 10 11 12 13
Velocidade de rotagao (rpm)

Figura 22 - Influéncia da velocidade de rotagao sobre Dy na fase salina (Qp = 60
mL/min).
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A Figura 23 indica que a vazao da fase polimérica tem pequena influéncia
sobre o coeficiente de mistura axial da fase salina. Para diferentes velocidades de
rotagcdo, na vazao da fase polimérica de 40 mL/min, Dy da fase salina mostrou
comportamento oposto aquele apresentado por Dx da fase polimérica,
possivelmente devido a maior quantidade da fase menos viscosa, salina, no
interior do equipamento.

Foi constatado também que os valores de Dy para a fase rica em sal séo
levemente maiores do que os da fase polimérica. Dy variou, para a fase salina, de
2,8x10° m?/s a 5,7x10° m?/s e, para a fase polimérica, de 2,3x10° m%s a 5,1x10®
m?/s. Em estudos realizados em extrator Graesser, com sistemas de extragdo
liquido-liquido convencionais, foram descritos resultados semelhantes aos obtidos
neste trabalho, no que se refere ao comportamento de Dy da fase de maior
viscosidade; os valores de Dx para a fase de maior viscosidade foram menores
(SHEIKH et al.,1972; WANG et al., 1977).

—@— Vf polimérica = 60 mL/min
—O— Vf polimérica = 40 mL/min

Coeficiente de mistura axial

O T T T T T T T 1
5 6 7 8 9 10 11 12 13

Velocidade de rotagao (rpm)

Figura 23 - Influéncia da velocidade de rotacdo sobre D, na fase salina (Qs =
80 mL/min).
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COIMBRA (1995) obteve, para um extrator Graesser operando com SAB
PEG - FFP, valores de Dy na ordem de grandeza de 10®. Os dados deste trabalho
encontram-se dentro dessa faixa de Dy e apresentam a mesma tendéncia com

relacdo ao aumento da velocidade linear das fases.
4.3.2. Fragao Volumétrica Retida da Fase Polimérica (“Hold-Up”)

Para o projeto de colunas de extracéo e para calculos de transferéncia de
massa, € necessario o conhecimento do “Hold-Up”. A literatura relata que, para
sistemas de extragdo tradicionais com solventes orgénicos em extratores
verticais, existe a tendéncia do aumento do “Hold-Up” com o aumento da relagéo
de vazdes e da velocidade de rotagcdo (ARAVAMUDAN e BAIRD, 1999; KUMAR
e HARTLAND, 1995).

Neste trabalho foram estudados os “Hold-Up” da fase polimérica que
praticamente n&o variaram com o aumento da velocidade de rotagao, sendo que
diminuiriam com a elevacao da relagdo de vazao e com a redugao da vazao da
fase polimérica, quando a vazdo da fase salina foi mantida constante (80 mL/min).
A Figura 24 mostra esse comportamento, gerado pela presengca de menores
quantidades de fase polimérica no equipamento. As faixas de variagao do "Hold-
Up" foram: (0,50-0,58), (0,46-0,54), ( 0,38- 0,45) e ( 0,24-0,27) para as relagbes
de vazao 1; 1,33; 2; e 4, respectivamente. Uma analise da equagao (2) mostra
que os valores de "Hold-Up" da fase salina, nas mesmas condicbes de
operagao, seriam maiores que os da fase polimérica, apresentando também

comportamento inverso quando esta fase é mantida fixa.
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Figura 24 - Dependéncia do “Hold - Up” da fase polimérica com a velocidade de
rotagdo (Qs: vazao da fase salina- fixa; Qp: vazao da fase polimérica).

Para a vazao da fase polimérica constante (80 mL/min), o "Hold-Up" da
fase polimérica diminuiu com o aumento da relacdo de vazdes, exceto quando a
relagcdo de vazdes variou de 1 a 0,75, onde os valores foram muito préximos.
Esse fato foi devido, provavelmente, a uma pequena diferenga entre as razdes de
vazbes e a um melhor controle do nivel da interface nessas condi¢cbes de
operacao, levando a valores de "Hold-Up" proximos. Ao elevar a vazao da fase
salina na corrente de entrada do equipamento, o "Hold-Up" da fase polimérica
diminuiu, em razdo de um aumento do volume da fase salina no interior do
extrator.

O "Hold-Up" manteve-se praticamente constante para as diferentes
velocidades de rotacdo testadas, exceto quando a relagdo de vazdes foi muito
baixa. Um exemplo € a relagédo igual a 0,25 (20/80) mL/min, para a qual os
valores de "Hold-Up" situaram-se entre 0,62 e 0,73, mostrando variacao de 18%.

Na Figura 25 € mostrado esse comportamento.

64



309
@ |
£ 0,8
3 07 //\0
3 05
: —A— Qs/Qf=1
:)Q' 0,4 - —O0—Qs/Qf=0,75
S —0—Qs/Qf=0,5
g 0.3 - —e—Qs/Qf=0,25
= 0,2 T T T T 1

6 8 10 12 14 16

Velocidade de rotagao (rpm)

Figura 25 - Dependéncia do “Hold-Up” da fase polimérica com a velocidade de
rotagdo (Qs: vazao da fase salina; Qp: vazao da fase polimérica-fixa).

Quando a soma das vazdes das correntes de entrada no equipamento foi
mantida constante, observou-se que a variagao do "Hold-Up" da fase polimérica
com a velocidade de rotagcao foi menos dispersa. Por exemplo, para a relagao de
vazdes igual a 0,5, a diferenca foi de 5%. Verificou-se, assim, que alteragbes nas
velocidades de rotacdo ndao modificaram substancialmente o “Hold-Up” e que
este, para diferentes relacbes de vazdes das fases, manteve-se numa faixa
estreita, exceto para as relagbes de vazdo de 2 (80/40 mL/min) e 0,5 (40/80
mL/min). Nessas rela¢des de vazdes foi observada variacéo de até 58% no "Hold-

Up", como mostrado na Figura 26.
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Figura 26 - Dependéncia do “hold - up” da fase polimérica com a velocidade de
rotagdo. Vazao total de alimentagdo constante (salina + polimérica=
120 mL/min).

Para os trés casos estudados, a velocidade de rotagdo teve pequena
influéncia sobre o "Hold-Up". Esse comportamento pode ser atribuido ao fato de
o extrator Graesser ser controlado através da fixagcdo do nivel da interface no
centro do equipamento, estabelecendo assim uma pequena faixa para a variagao
dos valores de "Hold-Up" médios.

SHEIKH et al. (1972) descreveram o mesmo comportamento do "Hold-Up"
obtido neste estudo, no que se refere a influéncia da velocidade de rotacdo, ao
analisarem um extrator Graesser (75 cm de comprimento por 15 cm de didmetro)
operando com um sistema composto por agua-n-butilamina-querosene. Os
autores constataram também aumento do "Hold-Up" com a relagdo de vazdes,
tendéncia diversa da daqui apresentada. Essa alteracdo € explicavel, pois o
"Hold-Up" é um parametro dependente tanto do sistema extrativo e de suas
propriedades fisicas como do equipamento e das condigbes operacionais deste.
Como visto anteriormente, as propriedades fisicas dos SABs estudados s&o
muito diferentes das dos sistemas tradicionais de extracao, principalmente no que
se refere a viscosidade e tensdo interfacial. Pode-se, dessa forma, esperar

diferengas entre seus comportamentos hidrodinamicos.
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Nas colunas verticais, o aumento do "Hold-Up" com a velocidade de
rotacdo e com a relagdo de vazdes € um efeito ja observado. Por exemplo,
COIMBRA et al. (1998), usando uma coluna de discos rotativos perfurados
(PRDC) com SABs compostos por PEG/fosfato, observaram aumento no “Hold-
Up” com a velocidade de rotagdo dos discos e com a relacdo de vazao
solvente/alimentacgao.

Para um extrator do tipo Karr, KADER (1985) e ARAVAMUDAN e BAIRD
(1999) verificaram aumento do "Hold-Up" com a elevacédo da velocidade de
agitacéo para os sistemas acetona-tolueno-agua, querosene-agua e isopropanol-
agua. ARAVAMUDAN e BAIRD (1999) obtiveram maiores 'Hold-Up" na auséncia
de transferéncia de massa.

Os valores de “Hold-Up” obtidos neste trabalho estao proximos dos dados
de COIMBRA (1995), de 0,55 a 0,63, que usou relagdo de vazdes entre as fases
de 2, 0,83 e 0,53 e velocidades de rotacdo de 3, 5, 7 e 9 rpm, para 0 mesmo tipo
de equipamento.

Dentre as diferentes vazdes das fases testadas, na condicdo de operacao
de 15 rpm, a interface na zona de extragcdo nao foi observada com nitidez. Assim,
o controle da interface, que deveria ser feito na regido central do extrator, foi
mantido somente nas regides de separacado. Essa situagao levou a um maior
arraste da fase polimérica pela fase salina. O arraste aumentou com a elevagao
da velocidade de rotagdo, como mostrado na Figura 27. Esse efeito foi devido,
possivelmente, ao aumento do grau de turbuléncia da mistura, o que dificultou o

controle da interface.
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Figura 27 - Arraste da fase salina pela fase polimérica versus velocidade de
rotacdo. Vazao da fase PEG: 80 mL/min; vazao da fase salina = 40
mL/min.

Paralelamente aos estudos de "Hold-Up", foram feitas avaliagdes do

ponto de inundagdo para a velocidade de agitagcdo de 6,6 rpm. O ponto de

inundagao foi atingido nas condicbes de operagdo de 80 mL/min para a fase

salina e de 8 mL/min para a fase polimérica. Pode ser observado na Figura 28

que, nessas condi¢des, ocorreu variagao brusca do "Hold -Up" da fase polimérica

e do arraste.

"Hold-Up" da fase polimérica

o 0—

—e— Arraste
—0— "Hold-Up"

Relag&o de Vazdes ( Qs/Qp)

Figura 28 - “Hold-Up” vs.arraste para 6,6 rpm.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se chegar as seguintes
conclusoes:
- A o-lactoalbumina e B-lactoglobulina foram separadas satisfatoriamente
mediante o uso de Sistemas Aquosos Bifasicos. O estudo da separagdo destas
proteinas em SAB foi feito através do calculo do coeficiente de particdo, tendo
como controle o balangco de massa das proteinas. Praticamente toda a B-lg
permaneceu na fase salina, e a o-la transferiu-se em grande parte para a fase
polimérica.
- O PEG de massa molar 1.500 daltons mostrou ser o melhor sistema a
particionar as proteinas do soro de queijo. Dentre os diferentes sistemas
testados, aquele composto por 18% de polietilenoglicol e 18% de fosfato de
potassio foi o mais indicado.
- O aumento da massa molar do polimero aumenta a concentragdo de a-la na
fase inferior, ocasionando a diminuigao do coeficiente de particéo.
- A velocidade de rotagdo de 6,6 rpm mostrou ser uma condi¢do de operagao
favoravel em relagdo ao melhor controle da interface e aos valores de “Hold-Up”
da fase polimérica, que se mantiveram restritos a uma pequena faixa de variacao

(0,56 - 0,62) quando a vazao da fase polimérica foi mantida fixa.
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- A velocidade de rotacdo de 15,5 rom nao foi uma condigdo apropriada para
operacdo do extrator, por causa da dificuldade de controle da interface e do
aumento significativo do arraste das fases.

- Para a fase salina fixa, observou-se leve tendéncia de redugdo do “Hold-Up”
com o aumento da relagdo de vazao entre as fases. Quando a fase polimérica foi
mantida fixa, o “Hold-Up” também diminuiu com o aumento da relagdo da vazao
entre as fases.

- Na distribuicdo de tempos de residéncia, o modelo da dispersao axial aberto foi
0 que melhor se ajustou aos dados experimentais, validando assim o uso dos
resultados de DTR na representagdo da mistura axial.

- O aumento da velocidade linear das fases elevou o grau de mistura axial. O
coeficiente de mistura axial mostrou dependéncia suave com relagdo ao aumento

da velocidade de rotacéao.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

De acordo com os resultados, podem ser feitas as seguintes sugestoes:

Neste trabalho foi selecionado o SAB para separagdo das proteinas
o-lactoalbumina e [-lactoglobulina. Foi feita também uma caracterizacao
hidrodindmica do extrator Graesser. Para um estudo da separagao continua
das proteinas do soro de queijo como meio real, usando o extrator Graesser, é
necessario complementar esta pesquisa com a analise de transferéncia de

massa.

Avaliar técnicas de recuperacao das proteinas das fases polimérica e salina.
Formular e avaliar um alimento infantil enriquecido com as proteinas
separadas.

Testar a separagao continua de outros biocompostos no extrator Graesser.
Determinar o ponto de inundacdo do extrator para outras condigdes de
operagao.

Avaliar a influéncia da adigdo de soro de queijo sobre o diagrama de equilibrio
para o sistema PEG 1.500 - fosfato de potassio.

Realizar estudos de custos operacionais no processamento continuo de

separagao das proteinas do soro de queijo
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