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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo da eficiéncia da técnica de membranas
liquidas surfatantes (MLS) aplicada a extragdo de fenilalanina (Phe) presente em solugdes
aquosas sintéticas, estabelecendo condi¢Ges para essa extragdo, que servissem de base, em
estudos posteriores, para a obtencdo de uma formulacdo dietética, um hidrolisado protéico, com
baixos teores de Phe, para complementacdo dietética de fenilcetonuricos. O estudo foi dividido
em ensaios descontinuos de emulsificacdo e de permeacao. Nos experimentos de emulsificagdo,
avaliaram-se os efeitos individual e conjunto da concentracdo de extratante, surfatante e
modificador sobre o tempo para coalescéncia da emulsdo primaria. No estudo da permeagdo, as
variaveis investigadas foram: concentragdes de surfatante e extratante, tempo de permeagio e
velocidade de agitagdo, razdo volumétrica fase interna/fase membrana (FI/FM), razdo
volumétrica fase externa/emulsdo primaria (FE/EP) e concentragdo da solugdo de KCl na fase
interna, que afetam o desempenho da técnica e influenciam na extragdo desse aminoacido.
Estudou-se, também, o efeito, no processo, do uso de uma fase membrana reciclada. Os
resultados dos ensaios de emulsificagdo mostraram que o surfatante, além de estabilizar a
membrana, parece ter um papel semelhante ao do alcool, quando esse reagente ndo esta presente
na fase membrana, no que tange a solubilizacdo da amina em diluente de baixa polaridade; ¢
que o extratante, uma amina quaternaria, auxilia a estabilizacdo da emulsdo primaria em
sistemas que ndo possuem modificador. Os resultados obtidos nos ensaios de permeagdo
indicaram que o sistema apresenta melhores condi¢cdes de extracdo para as varidveis
operacionais nos seguintes niveis: [ECA 4360] = 2% m/m; [Adogen 464] = 2% m/m; tempo de
permeacdo = 5 minutos; velocidade de agitacdo = 120 rpm; razdo FM/FI = 2:1; razdo FE/EP =
3:1, e [KCl]g = 2,0 mol/L. Sob estas condigdes, o sistema promove uma extragdo de,
aproximadamente, 75% do soluto presente na fase externa, associada a um percentual de
inchamento de 60% e a uma concentragdo de Phe na fase interna 4,5 vezes maior do que a
concentracdo inicial desse soluto na fase de alimentagdo. Nas condi¢des consideradas mais
adequadas para o sistema, foram realizados 3 ensaios de permeagdo com trés repeti¢des, o
primeiro com uma fase membrana fresca ¢ os demais com a fase membrana final do
experimento anterior. Os experimentos realizados com as fases membranas recicladas indicaram
que estas apresentavam uma redugdo de 45% na capacidade de extracdo de Phe quando
comparadas com a fase membrana fresca. As fases membranas foram reutilizadas em dois ciclos

de extragdo subseqiientes apresentando desempenhos similares em ambos os ciclos.
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ABSTRACT

In this work, the process efficiency of surfactant liquid membranes applied to phenylalanine
extraction from synthetic aqueous solutions was evaluated. A study of the effects of
relevant parameters on the system behavior was carried out in order to establish appropriate
conditions of extraction. The aim was to use these conditions as an experimental basis to
perform posterior researches for production of a dietetic formulation containing low levels
of phenylalanine, as a dietetic supplement for phenylketonurics. The experimental work was
separated in batch runs of emulsification and permeation. From the emulsification
experiments, the individual and coupled effects of surfactant, carrier and modifier
concentrations upon the coalescence time of the primary emulsion could be evaluated. In
the permeation study, several parameters that could affect the technique performance on the
amino acid extraction were investigated. These variables were the following: surfactant and
carrier concentrations, time of permeation, stirring speed, membrane phase/inner phase
volumetric ratio, feed phase/ primary emulsion volumetric ratio and KCl concentration in
the inner phase. Finally, the influence of the use of recycled membranes on the separation
process was investigated. The results of the emulsification experiments showed that the
surfactant affects the membrane stability, as expected, and that it can act like a modifier
agent, improving the amine solubilization in the organic phase of low polarity. Further, it
was observed that the carrier is also able to stabilize the primary emulsion in systems
without the presence of the modifier. The results obtained from the permeation experiments
indicated that the system presented better extraction conditions when the studied operational
variables were set at the following conditions: [ECA 4360] = 2% w/w; [Adogen 464] = 2%
w/w; time of permeation = 5 minutes; stirring speed = 120 rpm; FM/FI ratio = 2:1; FE/EP
ratio = 3:1, e [KCl]g = 2,0 M. Under these conditions, 75% of the solute could be extracted
from the feed phase, associated with a swelling percentage of 60% and an inner phase
phenylalanine concentration 4,5 times greater than the initial one on the feed phase. The
experiments carried out with recycled membranes indicated that these could be reused with
45% reduction in the Phe extraction capacity when compared to fresh membrane phase. The
spent membrane phases were reused two subsequent extraction cycles, presenting similar

performances in both cycles.
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1. INTRODUCAO

Muitos distirbios infantis sdo causados por mutacdes de genes que codificam proteinas
especificas. Essas mutagdes podem resultar em uma alteragdo da estrutura primaria da
proteina ou da quantidade de proteina sintetizada. A capacidade funcional da proteina,
seja ela uma enzima, um receptor, um veiculo de transporte, uma membrana, ou um
elemento estrutural, pode ser comprometida relativa ou seriamente. Esses disturbios
bioquimicos hereditarios foram coletivamente denominados erros inatos do
metabolismo por Garrod no inicio do século XX (BEHRMAN et al., 2002; STRYER,
1992).

O defeito genético no metabolismo da fenilalanina (Phe), um aminoécido essencial, esta
relacionado com o nivel de atividade enzimatica da fenilalanina-hidroxilase ou com a
sintese do cofator tetraidrobiopterina (BH4). A fenilalanina, em sua via metabodlica
principal, ¢ hidroxilada a tirosina (Try). Devido a um desses defeitos, o nivel de
fenilalanina nos liquidos corporais se eleva e, entra em jogo, uma via secundaria do seu
metabolismo. Nessa via, a fenilalanina sofre transaminagdo produzindo acido
fenilpirivico que ¢ excretado na urina. O excesso de fenilalanina acumulado nos
liquidos corporais juntamente com o fenilpiruvato circulante leva a um retardo mental
irreversivel e a uma diminuicdo dramatica na expectativa de vida, a menos que o
distarbio seja, precocemente, diagnosticado € um tratamento iniciado (BEHRMAN,
2002; DING et al., 2004; OUTINEN et al., 1996; STRYER, 1992; WILLARD, 1993;
WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).

Denominou-se, genericamente, como hiperfenilalaninemia os niveis elevados de
fenilalanina no sangue e como fenilcetontria (PKU) a hiperfenilalaninemia relacionada

com a deficiéncia de fenilalanina-hidroxilase.

A fenilcetontiria (PKU) foi descoberta por Folling, em 1934, e constituiu a primeira
demonstragdo de um defeito genético, de cardter autossdmico recessivo, como causa de

retardamento mental (WILLARD, 1993).



A PKU ocorre em todos os grupos étnicos e, devido a grande variabilidade genética, a
incidéncia em recém-nascidos pode variar de 1:2.600 até 1:26.000, sendo a média de
1:10.000 ( MIRA & MARQUEZ, 2000). Poucos sao os dados de PKU no Brasil, assim
como em populagdes negras e ndo ha informagdes sobre populagdes indigenas. Estima-
se que em Sao Paulo 1:12.000 a 1:15.000 recém-nascidos sao portadores de PKU. Em
Minas Gerais, a incidéncia tem sido de 1:20.000 nascidos, aproximadamente (SOARES,

2003).

A triagem neonatal possibilita a deteccdo e o tratamento precoce de PKU. O teste de
triagem ¢ realizado alguns dias apds o nascimento, em geral antes do recém-nascido
deixar o hospital. Uma gota de sangue ¢ obtida por pun¢do do calcanhar (Teste do
Pezinho), secada em papel de filtro e enviada para medida dos niveis sangiiineos de
fenilalanina. Os resultados positivos devem ser confirmados rapidamente, porque
atrasos no inicio do tratamento tém efeitos profundos sobre a capacidade intelectual do
individuo. O tratamento de pacientes portadores de PKU consiste na restricao dietética
de fenilalanina, conseqiientemente, na restrigdo de alimentos protéicos. O uso de
formulagdes semi-sintéticas especificas, como mistura de L-aminoacidos e hidrolisados
protéicos, reduz a ingestdo de fenilalanina a0 minimo necessario a0 mesmo tempo em
que mantém uma boa nutricdo de todos os outros aminoacidos essenciais (BEHRMAN,
2002; DING et al., 2004; STRYER, 1992; WILLARD, 1993; WYNGAARDEN &
SMITH JR., 1984).

Os produtos comerciais para fenilcetonuricos, constituidos de misturas de aminoacidos
livres, apresentam gosto e odor desagradaveis, além de alta osmolaridade, que causa
diarréia osmotica. Suplementos alimentares nitrogenados a base de hidrolisados de
proteinas tém sido recomendados por serem mais bem absorvidos pelo organismo, ter

caracteristicas sensoriais mais agraddveis e apresentarem um custo menor (LOPES,

2002; SOARES, 2003).

Esses hidrolisados protéicos sdo obtidos pela hidrélise parcial de uma proteina e sao
compostos, principalmente, de di- e tripeptideos, dois ou trés aminoacidos unidos por

ligagdo peptidica, respectivamente. Considerando que toda proteina contém de 3 a



6 % m/m de fenilalanina, ¢ necessario que esse hidrolisado seja submetido a tratamento
para remocdo de Phe, de modo que possa ser utilizado como suplemento alimentar

(OUTINEM et al.,1996).

A remocao de fenilalanina pode ser realizada por técnicas e procedimentos
diferenciados, como uso de carvdao ativado, cromatografia de exclusdo molecular,
cromatografia de troca idnica, dentre outros. Entre os diversos métodos em estudo, a
separagdo por Membranas Liquidas Surfatantes (MLS) tem despertado particular

interesse.

O processo MLS apresenta, usualmente, alta capacidade de extragdo associada a uma
elevada seletividade, sendo uma alternativa econdmica para a separagao e concentragao
de solutos, pois permite que as etapas de extragdo e reextragdao sejam realizadas em um
unico estagio e, devido ao mecanismo de transporte envolvido, consegue viabilizar
extragdes de solutos presentes em solucdo em baixissimas concentracdes (PATNAIK,

1995).

Desenvolvida, em 1968, por Norman N. Li, a técnica de extragdo por membranas
liquidas surfatantes (MLS) aplica-se no tratamento de rejeitos liquidos, na recuperagdo
de solutos presentes em solu¢des diluidas, na separacdo de hidrocarbonetos, na
recuperagdo de espécies metalicas, no tratamento de aguas residuarias, nas areas
biomédica e bioquimica, dentre outras (KONZEN, 2000). Existem varias plantas piloto
em funcionamento utilizando essa técnica e, na Austria, havia uma planta industrial
utilizada para a recuperacdo de zinco de efluentes industriais, com excelentes
resultados. Esta, no entanto, foi fechada, pois houve um curto-circuito no sistema de

bombeamento que provocou um incéndio de grandes proporcoes (PATNAIK, 1995).

O processo de obten¢do dessas membranas ¢ baseado na teoria de emulsdes multiplas
(SALUM, 1998). As membranas liquidas surfatantes sdo formadas por meio da
emulsificagdo de duas fases imisciveis, dando origem a uma emulsdo denominada
primdria, seguida da dispersdo dessa emulsdo em uma terceira fase, dando origem a

emulsdo multipla. Existem duas configuragdes possiveis para a disposicao das fases no



sistema: fase aquosa/fase organica/fase aquosa (A/O/A) ou fase organica/fase
aquosa/fase orgénica (O/A/O). Independentemente da configuragdo, as fases sdo
denominadas como: fase receptora ou interna (I), responsavel pela captacdo do soluto
extraido da fase externa; fase membrana (II), responsavel pela permeacao seletiva do
soluto da fase doadora para a fase receptora; e fase de alimentagdo, doadora ou externa
(IIT), que contém o soluto que se deseja purificar e/ou concentrar. Como a emulsdo
primaria ¢ instavel termodinamicamente, ¢ necessario que se adicione um reagente na
fase membrana denominado surfatante ou emulsificador, para promog¢ao da estabilidade
(ROSEN, 1978; SUMNER, 1954). A fase membrana contém, além do surfatante, o
solvente responsavel pela extracdo da espécie de interesse. No presente trabalho, o
reagente responsavel pela estabilizacdo da emulsdo primaria ¢ a poliamina ECA 4360 e
o solvente responsavel pela extragdo da fenilalanina ¢ composto por um agente
extratante, uma amina quaterndria (cloreto de metil trialquil amonio - Adogen 464),
componente ativo do solvente, solvatado em um diluente (Escaid 110), um querosene.
Um agente modificador, um alcool de cadeia longa (1-decanol) também ¢ adicionado ao

solvente, para melhorar a solvatagdo do extratante em questao no Escaid 110.

Na extra¢do de metais, no tratamento de efluentes e em biosseparacdes, este ultimo
objeto do presente estudo, utiliza-se, normalmente, uma emulsdo primaria de fase
aquosa, receptora de soluto (I), em fase organica (II), dispersa em segunda fase aquosa

(ITI), doadora de soluto, emulsao multipla A/O/A.

As etapas do desenvolvimento desse trabalho sdo descritas neste documento que contém
nove capitulos. No primeiro ¢ introduzido o tema do trabalho e, no segundo, sdo
ressaltados sua relevancia e objetivos. O terceiro contém informacdes sobre a
bioquimica dos aminoacidos, particularizando a fenilalanina. Nele, ¢ descrita a doenga
fenilcetonuria, salientando seu diagnostico, tratamento e monitoracdo. Sdo abordados,
também, os substitutos protéicos que visam controlar os niveis sangiiineos de
fenilalanina e os métodos de remocgdo ja desenvolvidos, para a obtengdo de uma fonte
de proteina que contenha baixa concentragdo de fenilalanina. No capitulo 4, ¢
apresentada a técnica de membranas liquidas surfatantes, com uma descri¢do detalhada

de cada uma das etapas, os mecanismos de transporte do soluto e os problemas



associados a técnica. No capitulo 5, ¢ discutido o trabalho experimental, com os
procedimentos e metodologia a serem empregados. No capitulo 6, sdo apresentados os
resultados obtidos em todo trabalho, devidamente discutidos. O capitulo 7 refere-se as
conclusdes do trabalho desenvolvido. No oitavo capitulo, sdo apresentadas as sugestdes

para trabalhos futuros e, no nono, as referéncias bibliograficas consultadas.



2. OBJETIVOS E RELEVANCIA

Os doentes portadores de fenilcetonuria, quando ndo tratados, apresentam retardo
mental irreversivel, devido ao acumulo de fenilalanina e fenilpiruvato nos liquidos
corporais. Segundo Behrman (2002), estima-se que um lactente, ndo tratado, perca cerca
de 50 pontos do QI ao final do primeiro ano de vida (4 pontos de QI por més). Além
disso, esses pacientes t€ém sua expectativa de vida drasticamente diminuida, a maior

parte dos doentes nao atinge 30 anos de idade (STRYER, 1992).

Sabendo que o tratamento para fenilcetonuricos consiste na reducdo do fornecimento de
fenilalanina ao minimo requerido, 250 a 500 mg, diariamente (WYNGAARDEN &
SMITH JR., 1984) e considerando que a quantidade de Phe em proteinas vegetais e
animais ¢ de 3% a 6% m/m (OUTINEM et al.,1996), a dieta realizada pelos
fenilcetonuricos deve ser restrita em alimentos protéicos. Porém, a auséncia na dieta ou
a inadequada ingestdo de algum dos aminodcidos essenciais resulta em um balango
nitrogenado negativo (perda de nitrogénio pelo organismo), contribuindo para a perda
de peso, crescimento deficiente em criangas e sintomalogias clinicas diversas (LOPES,
2002). Além disso, como a fenilalanina (Phe) é precursora da tirosina (Tyr), aminoacido
responsavel pela formagdo dos transmissores do sistema nervoso dopamina,
norepinefrina, epinefrina e precursor da tiroxina e da melanina, a Tyr torna-se essencial
em fenilcetonuricos, e sua reposicdo torna-se indispensavel (BEHRMAN, 2002;
SOARES, 2003; KIM et al., 2004; WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984). Assim, de
modo a atingir a recomendacao adequada de fenilalanina e dos outros aminoacidos
essenciais, e garantir o desenvolvimento normal do paciente, utiliza-se como
complemento alimentar formulacdes sintéticas de L-aminodcidos ou hidrolisados

protéicos.

Hidrolisados protéicos apresentam, em relagdo a mistura de L-aminoacidos, vantagens
relacionadas a facilidade de absor¢do pelo organismo, as caracteristicas sensoriais mais
agradaveis e ao menor custo (vide item 3.4). Assim, o presente trabalho tem como
objetivo geral a avaliagdo da eficiéncia da técnica MLS aplicada a extragdo de

fenilalanina, presente em solug¢des aquosas sintéticas, estabelecendo condigdes para essa



extracdo, que sirvam de base, em estudos posteriores, para a obten¢ao de uma
formulagdo dietética, um hidrolisado protéico, com baixos teores de fenilalanina, para

complementacdo alimentar de fenilcetonuricos.

Com o intuito de obter uma separagdao eficiente de fenilalanina pela técnica MLS,
propde-se o levantamento das condi¢des operacionais e das principais variaveis,
concentragdes de extratante, surfatante e modificador, razdo volumétrica fase
interna/fase membrana, razdo volumétrica fase externa/emulsdo primaria, tempo de
contato na etapa de permeacao, velocidade de agitagao na permeagao e concentracao da
solugdo de KClI na fase interna (gradiente de forca iOnica entre fases interna e externa),

que afetam o desempenho da técnica e influenciam na extragdo desse aminoacido.

Os objetivos especificos sao:

+ avaliagdo dos efeitos individual e conjunto da concentragcdo de extratante, surfatante
e modificador sobre o tempo para coalescéncia da emulsdo primaria;

+ avaliagdo dos efeitos de diversos parametros operacionais do processo na extragao
de fenilalanina, de forma a estabelecer a melhor composi¢ao do sistema Phe-Adogen
464;

+ avaliagdo do efeito, no processo, da utilizacdo de uma fase membrana reciclada.



3. AMINOACIDOS, FENILALANINA E FENILCETONURIA

O exame da base molecular e bioquimica do organismo humano permite a descri¢do de
varias enfermidades genéticas relacionadas a alteracdo da estrutura primaria de uma
proteina ou da quantidade de proteina sintetizada. Dentre as enfermidades genéticas
conhecidas ressaltam-se as hiperfenilalaninemias, patologias diretamente relacionadas a
disturbios no metabolismo da fenilalanina, um aminoacido essencial (vide itens 3.2 e

3.3).
3.1. Aminoacidos

Os aminoacidos sdo as unidades estruturais basicas das proteinas. Um a-aminoacido,
cuja estrutura basica estd representada na FIGURA 3.1, ¢ constituido de um grupamento
amina, uma carboxila, um atomo de hidrogénio e um radical R diferenciado, ligados a
um atomo de carbono, que ¢ chamado de carbono o por ser o adjacente ao grupamento

carboxila.

H

R C COOH

NH,

FIGURA 3.1 - Estrutura basica dos aminoacidos.

Todos os aminoacidos caracterizam-se pelo grupo amino em posi¢ao o com relagdo ao
grupo carboxila, com exce¢do das prolinas (vide FIGURA 3.2), que possuem sua cadeia
lateral ligada tanto ao carbono o quanto ao nitrogénio (CANTAROW, 1968;
LEHNINGER, 1980; STRYER, 1992).



HaC —(CH; /H
N\, .
_H3N+/ o)

FIGURA 3.2 - Estrutura molecular da prolina.

HC

O arranjo tetraédrico dos quatro grupamentos diferentes em torno do carbono o confere
atividade Optica aos aminodcidos, exceto quando R = H, caso da glicina. A forma
sistematica para classificar e denominar os estereoisdmeros nao se baseia na dire¢do de
desvio da luz polarizada e, sim, na configuragdo absoluta. Neste sistema escolheu-se um
composto de referéncia, o gliceraldeido, ao qual se compara todos os outros compostos
opticamente ativos. Por convengdo, os dois estereoisomeros do gliceraldeido sdo
designados L e D. O atomo de referéncia ¢ o 4&tomo de carbono de mais alto grau de
oxidacdo ligado ao carbono assimétrico. Assim, o carbono da carboxila de um
aminoacido e o carbono do grupo carbonila do L-gliceraldeido sdo escolhidos para
ocupar a mesma posi¢ao no espago. Os estereoisdmeros de todos os compostos quirais
que tem configuragcdo relacionada aquela do L-gliceraldeido sdo designados L, e os
estereoisdmeros relacionados ao D-gliceraldeido sdo designados D, ndo importando a
dire¢do em que desviem a luz polarizada. E valido ressaltar que, no organismo humano,
somente, os L-aminoacidos constituem as proteinas, pois as enzimas que os sintetizam

possuem estereoespecifidade quimica (KARLSON, 1970; LEHNINGER, 1980).

As proteinas sdo constituidas por um grupo de vinte L-aminoacidos, que podem ser
classificados em quatro grupos, em funcao das caracteristicas de sua estrutura (radical
R, acidez e basicidade) (LEHNINGER, 1980):

+ aminoacidos com um R ndo polar, isto ¢, com uma cadeia lateral substituida de
hidrocarbonetos - alanina, valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, prolina, metionina e
triptofano;

+ aminoacidos com radicais polares ndo ionizados, tais como -OH, -SH, -CONH,; e
alguns radicais heterociclicos - tirosina, serina, glicina, treonina, cisteina, aspargina e

glutamina;
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+ aminoacidos de carater acido, isto ¢, que possuem um grupo carboxila adicional -
acido glutamico e acido aspartico;
+ aminoacidos de carater basico, isto €, que possuem um grupo amino adicional -

lisina, arginina e histidina.

Os aminoacidos, em meio aquoso, possuem propriedade anfotera. Isto ocorre porque o
grupo carboxila, sendo 4cido, pode perder um préton (H') por dissociagdo e o grupo
amino, basico, pode capturar um préton (H'). Se ambos os grupos estdo ionizados, o
resultado ¢ o chamado “zwitterion”, do alemao, significando “ion de ambas as cargas,
positiva e negativa”. Como conseqiiéncia, ao se colocar eletrodos em uma solugdo
contendo aminoécidos, sob a forma de “zwitterion”, e criar uma diferenca de potencial
entre os eletrodos, ndo havera deslocamento dos aminoéacidos no campo elétrico. Para
cada aminoacido, existe um pH, chamado ponto isoeletronico (pI), em que a carga
positiva no grupo amino e a carga negativa no grupo carboxilico sdo completamente
neutralizadas (JUANG & WANG, 2002; LEHNINGER,1980). Na FIGURA 3.3, estao

representadas as formas ionicas de um aminoacido.

MH S+ COOH MH 7  COO-  NH, Coo -
N N N
iZH —_— iZH —_ iZH
_H LH
| | " |
R R R
(=0 (=) [cl

FIGURA 3.3 - Formas i6nicas de um aminoacido.

Quando se adiciona um hidréxido, lentamente, a uma solugdo contendo um mol de
aminoacido na sua forma totalmente protonada, FIGURA 3.3 (a), o pH eleva-se e as
moléculas vao passando progressivamente da forma totalmente protonada para a forma
isoelétrica (FIGURA 3.3 (b)). Quando 0,5 equivalente-grama de hidréxido tiver sido
adicionado, 50% das moléculas de aminoacido estardo sob a forma totalmente
protonada. Os outros 50% estardo sob a forma isoelétrica. O pH da solucdo, de acordo

com a equac¢do (3.1) de Hennderson-Hasselbalch, sera igual ao pK;:
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[sal]

pH =pK+log [élcido]

(3.1)

Quando se adicionar a essa solugcdo, com pH = pK;, mais 0,5 equivalente-grama de
hidroxido, todas as moléculas de aminoacido estardo sob a forma isoelétrica e portanto o
pH da solucdo sera igual ao pl. A adicdo de mais 0,5 equivalente-grama de hidroxido
faz com que 50% das moléculas estejam sob a forma isoelétrica e 50% sob a forma
totalmente desprotonada (FIGURA 3.3 (¢)) e o pH da solucao seré igual ao pK,. Essas
informagdes estdo resumidas na FIGURA 3.4, a curva de titulagdo da glicina

(LEHNINGER,1980; VIEIRA et al., 1991; STRYER, 1992).

e NH CH LCOC -
121
1L Pk 5 = 9,60
10 v
g
s L H CH 000 -
2L NH ,CH 00
5 _
pl=3597 ~We  H JCH 000 -

® [ H42H,CO0H
4 b mHcH coo-
3 -
a b +

ph1 = 2,34
Ly 4H JCH Jo00H

ns 1,0 15 20

Equivalente-grama de OH"

FIGURA 3.4 - Curva de titulagdo da glicina.

O valor de pl ¢, aproximadamente, igual a média aritmética dos pK; e pK; e, em geral,
os a-aminoacidos prevalecem na forma cationica, em pH menor que 1,5, ¢ na forma

anidnica, em pH acima de 10 (LEHNINGER,1980; VIEIRA et al., 1991).

Todos os aminoacidos que t€ém um Unico grupo o.-amino, um Unico grupo carboxila e
um grupo R ndo ionizavel tém curvas de titulagdo semelhantes a da glicina.

Aminoécidos, porém, que possuem um grupo R ionizdvel t€ém curvas de titulacdo mais
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complexas com trés estagios que correspondem aos trés passos possiveis de ionizagao:
assim, eles possuem trés valores de pK. Os pontos isoelétricos dos aminoacidos nesta
classe refletem o tipo de grupo R ionizante presente. Por exemplo, o acido glutamico,
com dois grupos carboxila e um amino, tem um ponto isoeletronico de 3,22 ( a média
dos valores de pK dos dois grupos carboxila). Igualmente, o ponto isoeletronico da
lisina, a qual tem dois grupos amino, ¢ 9,74. Na TABELA III.1, encontram-se os

valores dos pK e pl dos aminoacidos.

TABELA III.1- Valores de pK e pl dos aminoécidos a 25°C.

Aminoécido | Abreviatura pK pK, pK3 pl
Acido aspartico Asp 1,88 3,65 (B-COOH) 9,60 (NH;3") 2,77
Acido glutamico Glu 2,19 4,25 (y-COOH) 9,67 (NH;") 3,22

Alanina Ala 2,34 9,69 6,00
Arginina Arg 2,17 9,04 (NH;") 12,48 (guanidina) 10,76
Aspargina Asn 2,02 8,80 5,41
Cisteina Cys 1,96 8,18 10,28 (SH) 5,07
Fenilalanina Phe 1,83 9,13 5,48
Glicina Gly 2,34 9,60 5,97
Glutamina Gln 2,17 9,13 5,65
Histidina His 1,82 6,00 (imidazol) 9,17 (NH;") 7,59
Isoleucina Ile 2,36 9,68 6,02
Leucina Leu 2,36 9,60 5,98
Lisina Lys 2,18 8,95 (0-NH3") 10,53 (&-NH;") 9,74
Metionina Met 2,28 9,21 5,74
Prolina Pro 1,99 10,60 6,30
Serina Ser 2,21 9,15 5,68
Tirosina Tyr 2,20 9,11 (NH;") 10,07 (OH) 5,66
Treonina Thr 2,63 10,43 6,53
Triptofano Trp 2,38 9,39 5,89
Valina Val 2,32 9,62 5,96

Fonte: VIEIRA et al., 1991.
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Na formagao das proteinas, diversos aminodcidos se unem por ligagdes covalentes
denominadas liga¢des peptidicas, unido do grupo carboxila de um aminoacido com o
grupo amina de outro com remog¢ao de uma molécula de 4gua. Na FIGURA 3.5, pode
ser observada a formacao de um dipeptideo a partir de dois aminoacidos pela perda de
agua. O equilibrio dessa reacao ¢ deslocado para o lado da hidrolise, em vez da sintese.
A hidrdlise parcial de uma proteina resulta, como produto final, em peptideos de varios
comprimentos, e a hidrolise completa, em aminoacidos (CONN & STUMPF, 1980;
LEHNINGER,1980; VIEIRA et al., 1991; STRYER, 1992).

R, a R, 0 R, O R, 0
7 2N 4

NHy— C — C\ + NH,—C —C ~— NH;—C— D_f N— C— c\ + H,0
| Ny Y I I
H H H H H

Ligag&o pepticica —

FIGURA 3.5 - Formagao de uma ligagao peptidica.

O organismo do homem e da maioria dos animais ndo pode sintetizar todos os
aminoacidos. Alguns devem ser supridos pela dieta e, conseqiientemente, sdo
conhecidos como aminoacidos essenciais. Os aminoacidos essenciais sdo: metionina,

triptofano, treonina, valina, leucina, isoleucina e fenilalanina (VIEIRA et al., 1991).

3.2. Fenilalanina

A fenilalanina ndo pode ser formada no organismo animal, devido a presenca do seu
anel aromatico. Possui menor solubilidade em 4gua devido ao R ndo-polar, quando
comparada com os aminoacidos com grupos R polares, ¢ sua banda de absor¢do
caracteristica na regido do ultravioleta esta entre 240 e 310 nm. Seus valores de pK; e
pK, sdo, respectivamente, 1,83 e 9,13 e seu ponto isoeletronico 5,48. Sua estrutura

molecular ¢ representada pela FIGURA 3.6.
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NH,*

CH;— C— COO

H

FIGURA 3.6 - Estrutura molecular da fenilalanina.

A fenilalanina estd intimamente relacionada a tirosina. Em sua principal via metabdlica,
a fenilalanina ¢ hidroxilada, de forma irreversivel, para formar tirosina, em uma reagao
catalisada pela fenilalanina-hidroxilase (vide FIGURA 3.7). Além do seu papel na
sintese de proteina, a tirosina € responsavel pela formagdo dos transmissores do sistema
nervoso dopamina, norepinefrina e epinefrina; além de ser precursora da tiroxina na
tireoide e da melanina nos melanécitos (BEHRMAN, 2002; KIM et al.,, 2004;
SOARES, 2003; WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).

A hidroxilagdo da fenilalanina para formar tirosina ¢ uma reagdo complexa que requer a
apoenzima fenilalanina-hidroxilase, oxigénio e wum cofator especifico — a
tetraidrobiopterina — como doador de elétron (WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).
Segundo Lehninger (1980), a fenilalanina-hidroxilase incorpora um atomo de oxigénio
do oxigénio molecular, na fenilalanina, produzindo um grupo p-hidroxilico; o outro
atomo de oxigénio da molécula ¢ reduzido a agua. Nesse processo a tetraidrobiopterina
¢ oxidada em diidrobiopterina e precisa ser regenerada pela enzima diidropteridina
redutase antes de tornar-se novamente funcionante no metabolismo da fenilalanina (vide
FIGURA 3.7). O agente redutor ¢ o NADH (nicotinamida-adenina-dinucleotideo) e a

reagdo ocorre em duas etapas:

NADH + H" + diidrobiopterina — NAD" + tetraidrobiopterina (3.1)

L-fenilalanina + tetraidrobiopterina + O, — L-tirosina + diidrobiopterina + H,O  (3.2)
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MH,
CHs— C — CO0H — Fenilpiruvato - lactato - acetato
H
Fenilalanina
H-hiopterinz -«
Fenilalanina o e
; . MADIH Diidropteriding
hidroxilase redutase
+ 0 Cluinondide-H-hiopterina
v
Catecolaminas
MNH, /
| Tiroxina e T,
,-f’f—’ 3
Ol Sl (|:_ s e
H Sintese protéica
Tirosina
Cxidagao via acido homogentisico

FIGURA 3.7 - Vias metabolicas da fenilalanina e da tirosina.

Fonte: WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984.

Nesse complexo sistema, ha varios pontos de possiveis erros metabodlicos, como a
deficiéncia, total ou parcial, da enzima fenilalanina-hidroxilase e a desordem no
metabolismo do cofator tetraidrobiopterina (BH4). Esses erros levam a um disturbio
caracterizado por hiperfenilalaninemia, elevacao de fenilalanina nos liquidos corporais.
Como conseqiiéncia, ocorre o desvio do metabolismo da fenilalanina para uma via
secundaria, na qual ela sofre transamina¢do produzindo fenilpiruvato e outros
metabolitos, conforme pode ser observado na FIGURA 3.7 (BEHRMAN, 2002; DING
et al., 2004; OUTINEN et al., 1996; STRYER, 1992; WILLARD, 1993;
WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).

As vérias formas clinicas e bioquimicamente distintas de hiperfenilalaninemia sdo a
fenilcetonuria classica, a fenilcetonuria leve, a hiperfenilalaninemia permanente, a
hiperfenilalaninemia neonatal ou transitéria, € a hiperfenilalaninemia por deficiéncia do
cofator tetraidrobiopterina (BH4) (vide item 3.3). Dentre essas variantes, a
fenilcetonuria classica ¢ a de maior relevancia, por apresentar manifestagdes clinicas

mais graves e, conseqiientemente, exigir tratamento mais rigido. Os sinais e sintomas da
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hiperfenilalaninemia por deficiéncia de BH4 sdo os mesmos da clédssica, porém a

incidéncia dessa, em relacdo a todas as fenilcetonurias, ¢ de apenas 2%.

3.3. Fenilcetondria Classica

A fenilcetonuria (PKU) ¢ uma doenga genética, de cardter autossomico recessivo,
decorrente da deficiéncia da enzima fenilalanina-hidroxilase no organismo, sintetizada
pelo figado, responsavel pela transformacdo da fenilalanina (Phe) em tirosina (Tyr).
Esse erro inato do metabolismo leva ao acimulo de Phe nos liquidos corporais. Assim,
como alternativa do metabolismo, ocorre a transaminagdo da Phe em fenilpivurato, uma
fenilcetona, motivo pelo qual a doenga foi denominada fenilcetontria. O excesso de
fenilpiruvato no sangue leva a altos niveis dessa fenilcetona na urina, dando-lhe um
odor caracteristico (BEHRMAN, 2002; DING et al., 2004; OUTINEN et al., 1996;
STRYER, 1992; WILLARD, 1993; WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).

Os fenilcetontiricos parecem normais ao nascer, mas, se nao tratados, com um ano de
idade apresentam graves problemas neurologicos. Isto ocorre porque o excesso de
fenilpivurato circulante, juntamente com o excesso de fenilalanina, perturbam o
metabolismo normal e causam lesdo cerebral. Apesar de o defeito enzimatico ser
conhecido ha décadas, o mecanismo bioquimico exato pelo qual o aumento da
fenilalanina lesa o cérebro ¢ ainda ignorado. Além do retardo mental irreversivel, a
expectativa de vida de fenilcetonuricos ndo tratados ¢ drasticamente diminuida, a

maioria ndo atinge os 30 anos de idade (STRYER, 1992).

O diagnoéstico da fenilcetontiria ¢ feito, atualmente, através de técnicas de triagem,
durante o periodo neonatal. O teste mais usado ¢ o da inibigdo bacteriana de Guthrie,
que pode detectar os niveis excessivos de fenilalanina em uma unica gota de sangue
capilar, colhido do calcanhar, sobre um tipo especial de papel filtro (Teste do Pezinho).
A fenilcetontiria classica ¢ caracterizada por nivel elevado de fenilalanina no sangue,
acima de 20 mg/dL, e excre¢do de fenilalanina e dos seus metabdlitos (fenilactato e
fenilacetato) na wurina (BEHRMAN, 2002; MIRA & MARQUEZ, 2000;
WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).
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Os diagnosticos tardios encontrados devem-se, mais freqiientemente, a ndo realizagao
do teste. A partir do 3° més de vida, comecam a surgir as manifestagdes clinicas da
doenga, cujos sintomas mais comuns sao a hiperatividade, irritagdo, distirbios do sono,
convulsdes, retardo do desenvolvimento psicomotor, “déficit” de -crescimento,

microcefalia, eczema e cheiro caracteristico de mofo na urina (BEHRMAN, 2002).

O tratamento de PKU ¢ essencialmente dietético, devendo ser iniciado,
preferencialmente, até os 21 dias de vida, visando controlar os niveis sanguineos de
Phe, que deve se situar entre 3 ¢ 15 mg/dL, e evitar o desenvolvimento de retardo
mental irreversivel (WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984). A dieta para PKU consiste
na utilizagdo de alimentos com baixa concentracdo de Phe, portanto restrita em
alimentos protéicos, devendo ser complementada por substitutos protéicos isentos ou
com baixos teores de Phe, para atingir a recomendacao adequada de nutrientes e garantir
o desenvolvimento normal dos fenilcetonuricos (SCRIVER et al., 1997; ACOSTA,
1998).

A duracao da terapia nutricional ¢ controversa. Embora o controle rigido da dieta possa
ser relaxado apds seis anos de idade, alguma forma de restri¢ao dietética de fenilalanina
¢ necessaria indefinidamente. Casos de hipomielinizagdo ou desmielinizagdo da
substancia branca cerebral foram observados em paciente que foram tratados

inadequadamente ou cujo tratamento foi interrompido em uma idade maior.

Na fenilcetonuria classica, a tirosina torna-se um aminoacido essencial, devido a total
deficiéncia da enzima fenilalanina-hidroxilase, devendo, portanto ser reposta a partir de
fontes dietéticas adequadas, uma vez que baixos niveis de tirosina podem afetar a
biossintese dos neurotransmissores dopamina, norepinefrina, epinefrina, além da sintese
da tiroxina e da melanina, conforme ja dito anteriormente (BEHRMAN, 2002; KIM et
al.,2004).

As criangas fenilcetonuricas sdo normais ao nascimento porque a enzima materna as
protege durante a vida pré-natal. Dessa forma, os resultados do tratamento sdo melhores

quando o diagnostico ¢ feito logo apds o nascimento e o tratamento iniciado
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imediatamente (WILLARD, 1993). Embora as criangas com PKU bem tratadas tenham
se livrado do retardamento acentuado e apresentem quocientes intelectuais (QI) normais
ou quase normais, elas freqlientemente manifestam disturbios leves do aprendizado e

anormalidade do comportamento que comprometem seu rendimento escolar

(WILLARD, 1993).

Gestantes portadoras de PKU podem induzir, no feto, a sindrome clinica fetal. Isto
ocorre porque a concentracdo de fenilalanina sangiliinea do feto dobra, mesmo que o
controle dos niveis sangiiineos estejam adequados para a mae (MIRA & MARQUEZ,
2000; WAITZBERG, 2001). Os recém-nascidos nao apresentam defeito na enzima
fenilalanina-hidroxilase, porém sdo, em geral, mentalmente retardados e tém
microcefalia e/ou malformacdes cardiacas congénitas. De forma a evitar a sindrome
clinica fetal, futuras maes que tenham PKU devem iniciar uma dieta pobre em
fenilalanina antes da concep¢do, devendo ser feitos esforcos para manter os niveis

sangiiineos de Phe abaixo de 10 mg/dL.

3.3.1. Variantes hiperfenilalaninémicas

As hiperfenilalaninemias (HPA) s@o o nome genérico dado aos niveis elevados de
fenilalanina no sangue. Elas podem estar relacionadas tanto com o nivel de atividade
enzimatica da fenilalanina-hidroxilase (fenilcetonuria) quanto com a sintese de
tetraidrobiopterina, conforme explicado no item 3.2. E importante distinguir as variantes
hiperfenilalaninémicas da fenilcetonuria classica, ja que elas podem encerrar diferentes

prognosticos e necessitar de diferentes programas terapéuticos.

Na fenilcetonuria leve, os pacientes apresentam niveis sangiiineos de Phe entre 10 e 20
mg/dL. Os doentes também possuem atividade anormal da enzima fenilalanina-
hidroxilase. Quando ndo tratada, a fenilcetonuria leve leva a um retardo mental menos
grave do que a PKU classica. Nesse caso, a dieta deve conter baixa concentracido de
Phe, porém com menores restricdes que na PKU cléassica (LOPES, 2002; SOARES,
2003).
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A hiperfenilalaninemia permanente ¢ identificada em pacientes que, embora tenham
deficiéncia da enzima fenilalanina-hidroxilase, conservam uma atividade enzimatica
residual entre 1 e 35%, em contraste com a atividade enzimatica ndo detectavel
observada na PKU cléssica. Nesses pacientes, os niveis sangiiineos de fenilalanina
situam-se abaixo de 10 mg/dL, valores ndo associados, normalmente, a excrecao de
acido fenilpirGivico na urina, a deficiéncia mental e a tratamento alimentar especial

(BEHRMAN et al., 2002; WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).

A hiperfenilalaninemia neonatal ou transitéria ocorre, geralmente, em pacientes que sao
prematuros ou estdo recebendo dietas ricas em proteina. Essa sindrome ocorre devido a
um retardo maturacional no desenvolvimento de algum componente do sistema
hidroxilase da fenilalanina. Assim, os sinais quimicos da fenilcetontiria exibidos por
esses pacientes desaparecem no decorrer das semanas seguintes ao nascimento. O
controle dietético ¢ indicado durante as fases iniciais dessa sindrome (quando ela ndo
pode ser distinguida da classica), porém pode ser interrompido mais tarde.

(WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).

A hiperfenilalaninemia que se deve a desordem do metabolismo da coenzima
tetraidrobiopterina (BHy), cofator essencial na hidroxilagdo da Phe, ocorre devido a trés
deficiéncias enzimaticas que causam prejuizos a formacdo de BH4 e evolugdo dessa
patologia. Deficiéncia de 6-piruvoiltetraidropterina-sintase (6-PTS), trifosfato de
guanosina  (GTP)-cicloidratase e  diidropteridina-redutase. ~ Calcula-se  que,
aproximadamente, 2% dos doentes com niveis de Phe superiores a 20 mg/dL tenham
essa deficiéncia. Os sinais e sintomas sdo similares e, em geral, indistinguiveis dos da
PKU classica, porém, nessa variante, somente uma dieta pobre em Phe nao impede a
deterioragdo neurologica. Dessa forma, todos os pacientes com hiperfenilalaninemia
devem ser testados quanto a deficiéncia de BH4 tdo logo seja possivel (vide item 3.3.2),
para que um tratamento adequado possa ser iniciado. O tratamento proposto para
pacientes com esse distirbio é descrito no item 3.3.3 desse trabalho (BEHRMAN et al.,
2002; WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).
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3.3.2. Diagnostico

O diagnostico ideal ¢ aquele realizado através de programas de triagem neonatal, pois

permite o tratamento precoce e a prevencao do desenvolvimento do quadro clinico.

Ha alguns anos, a triagem para fenilcetonuria era realizada somente através da andlise
da urina com adi¢do de FeCls. A solugdo, na presenca de fenilpiruvato, apresenta uma
coloragdo verde-oliva. Porém, o método mostrou-se inadequado para um diagnodstico
precoce, pois os testes de urina, para acido fenilpirivico, podem ser negativos nas
primeiras semanas de vida. Assim, muitas vezes, ao se detectar a doenga, o doente ja

apresentava os primeiros sinais de lesdo no sistema nervoso.

Hoje, a triagem neonatal de fenilcetonuria pode ser realizada através dos seguintes
métodos:
+ semiquantitativos: Guthrie (inibi¢do bacteriana) e cromatografia de aminodacidos;

+ quantitativos: técnicas enzimatica e fluorimétrica.

Ambos sdo realizados a partir de amostra de sangue do recém-nascido coletada da
regido do calcanhar e secada em papel filtro a temperatura ambiente (teste do pezinho).
O exame deve ser realizado cinco dias apds o nascimento da crianga pois, para que o
aumento de Phe possa ser detectado, ¢ fundamental que a crianca tenha tido ingestao

protéica (LEAO, 1998; WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).

Sdo considerados normais os niveis de fenilalanina de até 240 pmol/L, equivalentes a 4
mg/dL. Os pacientes que apresentarem niveis sanguineos de fenilalanina entre 240 e
600 umol/L (entre 4 e 10 mg/dL) devem realizar novo exame laboratorial, pois parte
destes apresentam hiperfenilalaninemia transitéria ou receberam alimentagdo artificial
com alto teor de fenilalanina. Aqueles que mantiverem hiperfenilalaninemia leve
persistente devem ser triados para deficiéncia de tetraidrobiopterina. Pacientes com
niveis acima de 600 pumol/L (10 mg/dL) sdo suspeitos de serem fenilcetontricos. A

confirmacdo da suspeita ¢ feita através de dosagem de fenilalanina e tirosina em nova
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amostra de sangue. Se ha persisténcia de niveis elevados de Phe e baixos de Tyr, inicia-

se uma dieta protéica adequada (LEAO, 1998).

Segundo Behrman et al. (2002), a deficiéncia de BHs e do defeito enzimatico
responsavel pode ser estabelecida fazendo os seguintes testes:

+ medicdo de neopterina (produto oxidativo do trifosfato de diidroneopterina) e
biopterina (produto oxidativo da diidro- e tetraidrobiopterina) nos liquidos corporais,
especialmente na urina. Nos pacientes com deficiéncia de 6-piruvoiltetraidropterina-
sintase, ha acentuada elevacao de neopterina e diminuicdo concomitante de excre¢ao de
biopterina (alta propor¢do neopterina-biopterina). Nos pacientes com deficiéncia de
GTP-cicloidrolase, a excregdo urindria tanto de neopterina quanto de biopterina ¢ muito
baixa, e nos pacientes com deficiéncia de diidropteridina-redutase, a neopterina ¢
normal, mas a biopterina ¢ muito alta (propor¢ao neopterina-biopterina baixa).

+ teste de sobrecarga de BH4. Uma dose oral ou intravenosa de BH, (7-10 mg/Kg)
normaliza, dentro de 4 a 6 h, a fenilalanina plasmatica em pacientes com deficiéncia de
BH,. Esse teste deve ser feito enquanto a crianga esta recebendo quantidades normais de
fenilalanina na dieta. Alguns pacientes com deficiéncia de diidropteridina-redutase nao

respondem a esse teste de sobrecarga.

3.3.3. Tratamento para fenilcetonuria

Na auséncia de qualquer método para repor a fenilalanina-hidroxilase, o tratamento
indicado para fenilcetonuricos consiste, basicamente, em uma dieta com baixo teor de
fenilalanina, porém com niveis suficientes desse aminoacido, entre 250 e 500 mg/dia
(individuo normal consome cerca de 2500 mg/dia), para promover crescimento e
desenvolvimento adequados. O nivel sangiiineo 6timo a ser mantido situa-se entre 3
mg/dL e 15 mg/dL. A ingestdo de calorias, lipidios, vitaminas e minerais deve obedecer
as recomendagdes normais estabelecidas nas referéncias nutricionais diarias

(WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).

A reduc¢do na ingestdo de fenilalanina ¢ alcancada por meio de uma alimentagdo muito

pobre em proteinas, limitando-se a alimentos como frutas e verduras, alimentos a base
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de amidos ou outros carboidratos complexos, ou alimentos dietéticos especiais, 0 que
pode resultar em deficiéncias nutricionais. Uma dieta isenta de fenilalanina pode levar a
"Sindrome da Deficiéncia", caracterizada por eczema grave, prostracdo, ganho de peso

insuficiente, levando a desnutri¢do, além de deficiéncia mental e crises convulsivas.

A introducdo de outros alimentos, que ndo o leite, deve ocorrer por volta dos quatro
meses de idade. Até entdo, os fenilcetonuricos podem ser amamentados desde que exista
controle diario de fenilalanina. A quantidade desse aminoacido no leite materno ¢
inferior ao contido no leite de vaca ou nas formulas lacteas, mas devido as dificuldades
de monitoracdo da ingestdo didria de fenilalanina através do leite materno, recomenda-
se o desmame. Como alternativa, sugere-se a utilizagdo dos leites modificados
existentes no mercado, como por exemplo, o Nan 1 (Nestlé), leite integral modificado,
que contém menor quantidade de Phe. Na TABELA 111.2, ¢ apresentada uma sintese dos

principais alimentos permitidos, controlados e nao permitidos aos fenilcetonuricos.
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TABELA II1.2- Grau de permissdo dos alimentos ingeridos pelos fenilcetonuricos.

Permitidos Controlados Nao permitidos

- Massas: macarrdo sem |- Carnes e derivados de

- Agtcares: mel,  balas, OVOS. qualquer tipo: boi, frango

irulit icolé frut .
pirulitos ¢ picolés de fruta, porco, presunto, salsicha.

~ - Arroz, angu, farofa.
algoddo doce. - Graos: feijdes, ervilha,

L ) - Raizes e tuberculos: batata| soja, lentilha, amendoim,
- Farindceos: farinha de
. . inglesa, mandioca, cara, | grio de bico.
tapioca, sagu, polvilho de

. inhame. - Leite e derivados: queijo,
mandioca, Cremogema.
o1y . iogurte requeijao
- Legumes: jilo, abdbora, gurte, queyao
- Bebidas: refrigerantes, . achocolatados.
chuchu, quiabo, vagem,
sucos de frutas artificiais, - Outros: ovos, nozes, bolos,
cenoura.
1sotonico, café, cha. paes, gelatinas, salgados,

- Folhosos e  outros paes de queijo.

- Temperos ¢ condimentos: | yegetais:  alcega, alface, | Produtos dietéticos

limao oleo imenta i3 s
) > P » | couve, agrido, cebola. adocados artificialmente

vinagre. it
- Frutas em geral. com aspartame.

Fonte: SOARES, 2003.

O tratamento para pacientes com hiperfenilalaninemia por deficiéncia do cofator
tetraidrobiopterina consiste, além da dieta pobre em fenilalanina, na administracdo de
precursores de neurotransmissores como L-dopa e S-hidroxitriptofano. Foi
demonstrado, recentemente, que esses pacientes podem ser tratados com
tetraidrobiopterina e neurotransmissores, sem restricdo dietética da fenilalanina. A
tetraidrobiopterina ndo ¢ transportada para o cérebro em quantidades significativas,
portanto o tratamento com ela, apenas, ndo basta como reposi¢do nesta patologia

(WYNGAARDEN & SMITH JR., 1984).
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3.3.4. Monitoracgao

O acompanhamento da dieta dos pacientes portadores de fenilcetonuria deve ser feito
por uma equipe multidisciplinar formada por pediatra e nutricionista. Apds o
diagnostico, o acompanhamento clinico recomendado deve ser mensal até o primeiro
ano de vida, para que a mae seja esclarecida sobre a dieta e os riscos das transgressdes
para o desenvolvimento de seu filho. Apos esse periodo, o acompanhamento pode ser
bimestral ou trimestral, dependendo da evolugdo da crianga e das dificuldades da
familia. O acompanhamento laboratorial, com andlise quantitativa de fenilalanina, deve
ser mensal nos primeiros 12 meses de tratamento e, apos esse periodo, dosagens a cada
2-3 meses sdo recomendadas. Conforme decisdo da equipe multidisciplinar, em
situagdes especiais, pode-se definir uma rotina diferenciada de acompanhamento clinico

e/ou laboratorial, com reducao dos prazos acima definidos.

3.4. Substitutos Protéicos

A terapia nutricional para portadores de PKU consiste na restrigdo da ingestdo de
proteina, limitando o fornecimento da Phe ao minimo requerido, entretanto, fornecendo
energia e nutrientes adequados para promoverem o crescimento ¢ o desenvolvimento
normal. O uso de formulagdes protéicas sintéticas visa controlar os niveis sangiiineos de
Phe. Esses substitutos podem ser divididos em dois grupos: misturas de L-aminoacidos
e hidrolisados protéicos, sendo os primeiros os mais disponiveis no mercado (SOARES,

2003).

3.4.1. Misturas de aminoacidos

Progressos tecnologicos possibilitaram a produgcdo de muitos L-aminoacidos em
grandes quantidades durante o final da década de 1960. Dessa forma, o tratamento de
patologias que necessitavam de isencdo de algum tipo de aminoacido foi amplamente
beneficiado. No tratamento da PKU, uma férmula livre de Phe, porém com os outros

aminoacidos essenciais ao desenvolvimento, foi utilizada inicialmente. Percebeu-se,
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porém, que pequenas quantidades de Phe precisavam ser prescritas, pois este ¢ um

aminoacido essencial ao desenvolvimento da crianca (SOARES, 2003).

O uso das misturas de aminoacidos livres apresenta algumas desvantagens, a saber: o
gosto e o odor sdo desagradaveis, caracteristicos de aminoacidos livres; a taxa de
absorc¢do pelo organismo ¢ lenta; e a alta osmolaridade apresentada pelas misturas de
aminodcidos provocam aumento da pressdo osmotica intestinal causando diarréia
(LOPES, 2002). A mistura de aminoacidos deve ser ministrada ao paciente, pelo menos,
trés vezes ao dia. A ingestdo da mistura em dose Unica pode resultar em nduseas,
vOmitos, tonturas e mudangas na excrecdo de nitrogénio e catabolismo, reduzindo as

taxas de glicose e lactato, e aumentando os niveis de insulina no sangue (LOPES, 2002).

Diversas formulagdes j& se encontram no mercado. Ha produtos fabricados que incluem
o Lofenalac (com alto teor calérico), Phenil-free (com baixo teor caldrico), PKUI,
PKU2 e PKU3 (sem adi¢ao de gordura e teor reduzido de carboidrato, formulado para
faixas etarias especificas). Outros como o XD Analog, XP Maxamaid, ndo contém
lipideos (LOPES, 2002). A facilidade na prescri¢do e distribui¢do dessas misturas aos

pacientes se contrapde a dieta dispendiosa, monotona e pouco palatavel.

3.4.2. Formulagdes com hidrolisados protéicos

Hidrolisados protéicos sao produtos indicados, primeiramente, para o uso de individuos
que apresentam necessidades nutricionais e/ou fisioldégicas nao cobertas pela
alimentagdo convencional. E uma alternativa a mistura de L-aminoacidos e apresenta

vantagens nutricionais sobre essas, além de menor custo (MIRA & MARQUEZ, 2000).

Os hidrolisados protéicos compostos, principalmente, de di- e tripeptideos sdo melhor
absorvidos pelo organismo do que as misturas de aminodcidos livres. Além disso, t€ém
uma osmolaridade menor do que as solu¢des de aminodcidos livres e, por isso, sdo
melhor toleradas por individuos com dificuldade de absor¢ao (LOPES, 2002; LOPES et
al., 2004; SOARES, 2003).
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As formulagdes especiais para fenilcetonuricos sao elaboradas utilizando-se os
hidrolisados protéicos com baixo teor de Phe como fonte de proteina (maior propor¢ao
de di- e tripeptideos), acrescidos de gordura, carboidratos e minerais. Depois de

preparados sdo secos em “spray-drier” (LOPES, 2002; SOARES, 2003).

Em geral, no processo de produgdo de hidrolisados protéicos com baixo teor de Phe, sdo
utilizadas no minimo, duas enzimas, uma das quais com especificidade para
aminoacidos aromaticos (pepsina, carboxipeptidases) e outra com especificidade ampla,
agindo sobre a maioria das ligagdes peptidicas, como a papaina e proteases de diversas

origens (LOPES, 2002; SOARES, 2003).

Se o hidrolisado protéico apresentar caracteristicas sensoriais indesejaveis, recomenda-
se a realizagdo da reacdo de plasteina que consiste na condensagdo peptideo-peptideo,
util para a remog¢do do paladar amargo e para a incorporagdo de tirosina e triptofano,
parcialmente perdidos durante a hidrélise enzimatica (LOPES, 2002; MIRA &
MARQUEZ, 2000; SOARES, 2003).

3.5. Meétodos de Remocéo da Fenilalanina

A fenilalanina est4 presente em todas as proteinas, em propor¢des que variam de 3 a 6%
em massa (OUTINEN et al., 1996). A necessidade de uma fonte de proteina que
contenha baixa concentragdo de Phe, at¢ 0,1% m/m, segundo a Portaria 874 do
Ministério da Saude, levou ao desenvolvimento de varios métodos cujo objetivo € a sua

remocao.

Diversos laboratorios produzem peptidios com baixos teores de Phe em escala
laboratorial e em escala piloto. A remo¢do de fenilalanina pode ser realizada por
diferentes técnicas e procedimentos, como: uso de carvdo ativado, cromatografia de
exclusdo molecular, cromatografia de troca ionica, biorreator com células imobilizadas
de Rhodotorula glutinis, filme de membrana liquida. A desaminagdo com a enzima

fenilalanina amoénia liase também ¢ sugerida. A escolha do procedimento deve
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considerar a relagdao custo/eficiéncia (ARAI et al., 1986; LOPES-BAJONERO et al.,
1991).

No Japdo, na década de setenta, varios métodos para remogdo de Phe foram
desenvolvidos em escala laboratorial. Em um deles foram utilizadas endopetidases e
exopetidases para promover a hidrdlise enzimatica, e a Phe foi separada da mistura por

cromatografia em gel (OUTINEN et al., 1996).

Os métodos mais usados envolvem uma hidrolise acida ou enzimatica de uma proteina
de alto valor biolégico, como as proteinas do leite ou do ovo, seguida de um tratamento

com carvao ativado ou com resina de troca ionica (MIRA & MARQUEZ, 2000).

O uso do carvao ativado tem baixo rendimento visto que, geralmente, apenas 50% dos
aminoacidos do total de aminoacidos que foram adsorvidos no carvao ativado sdo
recuperados. E mais, outros aminoacidos hidrofébicos podem, também, ser adsorvidos.
Além disto, como o carvao ativado ndo ¢ reaproveitado, o processo torna-se oneroso

para a industria (OUTINEN et al., 1996).

Segundo Lopes-Bajonero et al. (1991), a hidrdlise enzimatica parece ser a alternativa
mais vidvel para preparar produtos com baixos teores de fenilalanina, tanto pelo aspecto
econdmico quanto pelo menor dano aos aminodcidos, em comparagdo as hidrolises
acidas ou alcalinas. Esses autores desenvolveram um método para remoc¢ao da Phe de
hidrolisados enzimaticos de leite em po6 desnatado e caseinato, utilizando,
primeiramente, uma protease produzida pelo Aspergillus oryzae e, depois, a papaina. O
hidrolisado foi tratado com carvao ativado e¢ houve uma remog¢do de 92% da Phe

inicialmente presente no hidrolisado enzimatico.

De Holanda & Vasconcelos (1989) desenvolveram um método em que a Phe foi
removida de um hidrolisado acido de caseina com a resina de adsor¢io Amberlite XAD-
4. Esse tratamento reduziu o percentual de Phe na caseina de 3,42% para 1,35% em
massa, porém esse teor ndo ¢ suficientemente baixo para ser usado por pacientes com

PKU.
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Lopes (2002) e Soares (2003), empregando carvao ativado em béquer e em coluna,
respectivamente, obtiveram extragdes de 94 a 99% de Phe de hidrolisados protéicos de
leite em p6 desnatado, obtidos pela acdo da papaina e de uma protease do Aspergillus

oryzae.

Estudos tém sido realizados para obtencdo de novos métodos de remocao da Phe. Para
satisfazer a produc¢do industrial, o método para remover a Phe de uma proteina ou de seu
hidrolisado protéico deve ser pratico, ter um custo-beneficio adequado e o produto

protéico livre de Phe deve apresentar gosto agradavel (OUTINEN et al., 1996).

O presente trabalho se fundamentou nos estudos realizados por Thien (1988), Thien et
al. (1988), Hong & Yang (1994) e Juang & Wang (2002) que analisaram a influéncia de
varios parametros na extragao e concentracao de fenilalanina pela técnica de membranas
liquidas surfatantes (MLS). Nos trés primeiros trabalhos a fenilalanina foi extraida a
partir de um mosto fermentado e no quarto a partir de uma solu¢do aquosa. Maiores

detalhes sobre os estudos realizados encontram-se no item 4.5.
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4. MEMBRANAS

O desenvolvimento ou aprimoramento de métodos de recuperacdo e purificacdo para a
obtencdo de um produto final a baixo custo, com caracteristicas especificas e que nao
agridam o meio ambiente tem sido uma das maiores preocupacdes dos ultimos anos.
Avangos recentes na tecnologia de membranas tém estimulado o interesse por esses
processos como alternativa ou em complemento as técnicas convencionais de separagao,

como a destilagdo, a cristalizagdo, a extracao liquido-liquido, dentre outras.

O processo de separagdo por membranas apresenta vantagens adicionais em relagdo a
essas técnicas. Propicia a obten¢do do produto sem a necessidade de mudanga de fase,
reduzindo, assim, o consumo de energia; permite a realizagdo do processo a temperatura
ambiente, o que, no caso de solugdes termossensiveis, € importante, por nao promover a
degradagdo ou alteracdo quimica das espécies envolvidas no processo; € ¢ um processo
eficiente do ponto de vista do controle ambiental, por permitir a purificagdo de

diferentes rejeitos.

Lakshminarayaanaiah (1969) define, genericamente, a membrana como “uma barreira
seletiva a transferéncia de massa entre duas fases, restringindo ou regulando a passagem
de uma ou mais espécies através dela”. Sendo assim, os processos com membranas
representam uma classe entre os processos de separacdo onde os componentes de uma
mistura sdo separados devido as diferentes taxas de permeacdo através da interfase
membrana. A permeabilidade seletiva das membranas ¢ a propriedade que as tornam
utilizdveis em processos de separacdo. A permeabilidade ¢ o produto da difusividade,
facilidade com que o soluto tem para se difundir em um meio, e do coeficiente de
particdo, facilidade com que o soluto tem em se solubilizar em um meio. Como
diferentes solutos tém coeficientes de difusdo e de parti¢do diferentes, eles podem ser

separados seletivamente pela membrana.

As taxas de difusao dos solutos através da membrana ocorrem devido a uma forga-
motriz. Em um processo envolvendo transferéncia de massa, como o processo de

separagdo por membranas, essa forca-motriz ¢ a diferenga de potencial quimico. A
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mobilidade e a concentracao do soluto determinam a magnitude do fluxo produzido para
uma dada forca-motriz. As forcas-motrizes e os correspondentes fluxos de massa
através de uma membrana estdo relacionados pelo coeficiente de permeabilidade que

depende fortemente da natureza quimica e da estrutura fisica da membrana.

As membranas podem ser classificadas quanto a sua natureza quimica ou quanto a sua
morfologia (STRATHMANN, 1998), mas, de um modo geral, essa classificacdo pode

ser reduzida a membranas sélidas e liquidas.

As membranas sélidas, em geral polimeros, sdo as mais utilizadas nos processos de
separagdo. Contudo, o fato de liquidos possuirem um coeficiente de difusdo 1.000 vezes
maior que os polimeros contribuiu para a pesquisa ¢ desenvolvimento de membranas

liquidas (MANSUR, 1994; KONZEN, 2000).

Das membranas liquidas obtidas, apenas duas apresentaram estabilidade e aplicacdo
satisfatoria. A membrana liquida suportada, que consiste de uma estrutura polimérica
microporosa, utilizada como suporte, preenchida com solucdo organica, responsavel
pela extracdo, que constitui a membrana liquida; e a membrana liquida surfatante, que
consiste em uma emulsdo multipla, estabilizada por um surfatante apropriado. Sera
discutida apenas a membrana liquida surfatante, em vista de ser esta a técnica utilizada,

nesse trabalho, para promover a separagao de fenilalanina.

4.1. Membranas Liquidas Surfatantes

O processo de separagdo por membranas liquidas surfatantes (MLS) foi desenvolvido
por N. N. Li em 1968 (MIKUCKI, 1984; WAN & ZHANG, 2002). A descoberta da
técnica gerou consideravel interesse devido as inumeras aplicagdes em processos
industriais de separacdo. O processo MLS ¢ um método efetivo para separacio seletiva
e concentragdo de varias espécies a partir de solu¢des diluidas, incluindo ions metalicos,
acidos e bases fracos e hidrocarbonetos. Aplica-se, também, no tratamento de rejeitos

liquidos, no tratamento de 4guas residuarias, nas areas biomédica e bioquimica (JUANG

& WANG, 2002; KONZEN, 2000; MIKUCKI, 1984).
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A técnica de membranas liquidas surfatantes apresenta algumas vantagens em relacao
aos processos tradicionais de extracdo. O processo MLS combina as etapas de extragdo
e reextracdo, utilizando, por isso, equipamento Unico, o que implica em menor
investimento inicial; consome menores quantidades de extratante, pois o papel
desempenhado por este ¢ de transportador, o que faz com que seja continuamente
regenerado; possui elevada especificidade de separagdo, devido ao uso de uma fase
membrana e transportadores apropriados para a condugdo do soluto desejado da fase
externa para a fase interna; ¢ um processo altamente eficiente devido as elevadas areas
superficiais proporcionadas pela técnica, entre 1.000 a 3.000 m%m’ do volume do
equipamento, possibilitando, assim, que solutos de solugdes diluidas, sem tratamento
prévio, sejam extraidos e concentrados em pouco tempo; ¢ de facil passagem da escala
laboratorial para a escala industrial (KONZEN, 2000; MANSUR, 1994; MIKUCKI,
1984; SALUM, 1998; PATNAIK, 1995, TRINDADE, 2002).

O processo de obten¢do dessas membranas ¢ baseado na teoria de emulsdes multiplas
(SALUM, 1998). Emulsdes “sao sistemas heterogéneos constituidos de pelo menos um
liquido imiscivel disperso em outro na forma de gotas com diametro superior a 0,1
micra” (ARAUJO, 1995). Esses sistemas sdo termodinamicamente instiveis e

necessitam da adi¢ao de agentes tensoativos que promovam sua estabilidade.

O sistema MLS consiste de trés fases liquidas imisciveis: a fase de alimentagao que
possui o(s) soluto(s) de interesse (fase externa), a fase membrana, através da qual ocorre
a permeacao do soluto, e a fase receptora desse(s) soluto(s) (fase interna). A membrana
liquida surfatante ¢ preparada em duas etapas. Primeiramente, forma-se uma emulsdo
primaria, estabilizada por um agente tensoativo, através da agitacdo vigorosa da fase
interna e fase membrana, de naturezas distintas. Posteriormente, forma-se a emulsdo
multipla, dispersando-se a emulsdo primaria na fase externa, de mesma natureza que a
fase interna, sob agitacdo moderada. A emulsdo primaria ¢ formada por goticulas com
diametros que variam entre 0,1 ¢ 10 um e a emulsdo multipla ¢ formada por globulos
com diametro variando de 0,1 a2 mm (SALUM, 1998; KONZEN, 2000). Na FIGURA

4.1, ¢ mostrado o processo de preparagao das emulsdes primdaria e multipla.
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FIGURA 4.1 - Preparagao das emulsdes primdaria e multipla.

(FE: Fase externa; FM:Fase Membrana ¢ FI: Fase Interna)

A emulsdo primaria pode ser de dois tipos: emulsdo A/O, quando a fase dispersa ¢
aquosa ¢ a continua organica; e emulsao O/A, quando se tem uma fase organica dispersa
em uma fase aquosa (ELLER et al., 1979; NAKASHIO et al, 1988). Essas duas
emulsdes levam, respectivamente, a formagdo de emulsdes multiplas do tipo A/O/A,
quando os glébulos da fase oleosa suspensos na fase aquosa contém goticulas dispersas
de solugdo aquosa; e O/A/O, quando os globulos da solucdo aquosa suspensos na fase
externa oleosa contém goticulas de 6leo em seu interior (vide FIGURA 4.2). Na
extragdo e concentracdo de aminodcidos, utiliza-se uma emulsdo multipla do tipo
A/O/A, em que a fase membrana, de natureza organica, ¢ composta, normalmente, por
um diluente, um extratante e, as vezes, um modificador, que constituem o solvente, e

ainda pelo surfatante.
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FIGURA 4.2 - Representagao das emulsdes multiplas.
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4.2. Processo de Separacdo por Membranas Liquidas Surfatantes

O processo MLS se divide, essencialmente, em quatro etapas: emulsificagdo,

permeacao, decantacdo e desemulsificacdo, conforme mostrado na FIGURA 4.3.

4 A
v
o O o o o9 Fase membrana ~
0 % 5O Emulsao
o o o oo O« Fase interna carregada
EMULSIFICACAO 1
o O O
Fase membrana
1‘
DECANTACAO
g ®@ @
Fase extorna ® : ® Fase extema Fase interna ——
| empobrecida carregada -
PERMEAC}AO no soluto DESEMULSIFICACAO

FIGURA 4.3 - Etapas do processo de extragao pela técnica de membranas liquidas

surfatantes.

4.2.1. Emulsificacdo

A etapa de emulsificagdo consiste em formar, sob intensa agitacdo, uma emulsdo
denominada primaria, constituida por duas fases imisciveis, uma fase dispersa que se
encontra sob a forma de goticulas (a fase interna (FI)), ¢ uma fase continua (fase
membrana (FM)). A velocidade de agitagdao e o tamanho das goticulas dispersas variam,

geralmente, entre 5.000 ¢ 25.000 rpm ¢ 0,1 ¢ 10um, respectivamente (SALUM,1998).

Os principais parametros que afetam essa etapa sdo: a velocidade e o tempo de agitagao,
e a concentracdo e o tipo de surfatante empregado. Esses pardmetros influenciam
diretamente no tamanho das goticulas dispersas, na viscosidade e na estabilidade da

emulsio (MANSUR, 1994).
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A facilidade de se dispersar um liquido em outro esta relacionada a diferencga de tensao
interfacial entre eles, quanto menor essa diferenga mais facil serd emulsiona-los. Como
a tensdo interfacial entre dois liquidos imisciveis € sempre maior que zero, a formagao
de emulsdes produz um grande aumento da area interfacial entre os dois liquidos, o que
resulta em um correspondente aumento da energia livre interfacial do sistema. A
emulsdo produzida ¢, conseqlientemente, instavel termodinamicamente. Dessa forma, as

goticulas dispersas tendem a se coalescer no sentido de diminuir essa energia livre.

Com o intuito de impedir a quebra da emulsdo formada, faz-se necessaria a presenga de
um terceiro componente que possua afinidade com cada uma das fases e a propriedade
de migrar, absorver e se acumular na interface. Esse componente ¢ chamado de agente
de superficie ativa, surfatante ou tensoativo, sendo o responsavel pela emulsificagdo das
fases. Por esse motivo, ¢ também denominado emulsionante ou agente emulsificante

(ARAUJO, 1995).

A fun¢do do agente emulsificante € promover a estabilizagdo dessa emulsdo através da
redu¢do da tensdo interfacial entre os dois liquidos e diminuir as taxas de coalescéncia
da fase dispersa pela formagdo de uma barreira mecanica, elétrica e/ou estérica ao redor
delas. As barreiras elétrica e estérica inibem a aproximagdo das goticulas, enquanto que
a barreira mecanica aumenta a resisténcia das goticulas em caso de choque, evitando a

coalescéncia (ROSEN,1978; SUMNER, 1954).

Os emulsificantes pertencem a classe de compostos caracterizados por natureza
ambifilica, apresentando, em sua estrutura quimica, segmentos hidrofobicos e
hidrofilicos, espacialmente separados (ARAUJO, 1995). E devido a essa caracteristica
que os emulsificantes reduzem a tensdao superficial na interface das fases imisciveis,
permitindo, portanto, a formag¢do da emulsdo. Soliivel em agua, a parte hidrofilica ¢
formada, geralmente, por grupos acidos ou bésicos (radicais OH dos grupos hidroxilas,
aminas, carboxilas, sulfatos, etc). A parte hidrofobica é insoluvel em 4gua e solivel em
meios organicos, sendo constituida por cadeias de hidrocarbonetos alifaticos, lineares
ou ramificados e radicais aromaticos-alifaticos (SANCTIS, 1999). Na FIGURA 4.4, ¢

representada a distribuicdo das moléculas de surfatantes em emulsdes A/O/A e O/A/O.
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(@) (b)
FIGURA 4.4 - Distribuicao das moléculas de surfatante nas interfaces A/O e O/A.
(a) Emulsao multipla A/O/A, (b) Emulsao multipla O/A/O

De acordo com a natureza dos seus grupos polares, os tensoativos sao classificados em
anidnicos, apresentando carga negativa na sua por¢ao polar; catidonicos, apresentando
carga positiva na sua por¢ao polar; nao-idnicos, na auséncia de carga na parte polar; e
anfotéricos, com cargas positiva e negativa presentes, simultaneamente, na parte polar

do surfatante (ELLER et al., 1979; SALUM, 1998; SANCTIS, 1999).

O balango entre as partes hidrofilica e hidrofobica (lipofilica) da molécula de
tensoativo, chamado balanco hidrofilico-lipofilico (BHL), representa uma expressao da
atragdo simultanea desse reagente pela dgua e pelo dleo. Seu valor informa a tendéncia
do tipo de emulsdo a ser formada, mas ndo a sua eficiéncia. O BHL ¢ o percentual em
peso dos grupos hidrofilicos da molécula dividido por 5, ou seja, varia de 0 (molécula
100% lipofilica) a 20 (molécula 100% hidrofilica). No caso de uma mistura de
surfatantes, o BHL ¢ calculado da mesma forma, ponderando-se as quantidades de cada
um deles (SALUM, 1998). Se o BHL ¢ menor que 10, tensoativo com maior carater
lipofilico, ele sera predominantemente, soltivel em 6leo, e estabilizard uma emulsdo do
tipo A/O e, conseqilientemente, uma emulsdao multipla A/O/A. Surfatantes com valores
de BHL superiores a 10 serdo, predominantemente, soluveis em agua, e, por
conseguinte, estabilizardo uma emulsdo do tipo O/A, levando a uma emulsdo multipla

O/A/O (ELLER et al., 1979; PATNAIK, 1995).

O método BHL foi desenvolvido por Griffin, em 1947, (SANCTIS, 1999) e representa
uma das formas de organizar e normatizar a escolha do sistema emulsionante. Seus
valores sdo encontrados na literatura (ELLER et al., 1979). Deve ser utilizado com

precaucao, visto que os emulsificantes comerciais ndo sao utilizados completamente
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puros. A desvantagem do uso do BHL ¢ que ele ndo expressa as mudancas que ocorrem
na natureza do surfatante devido a variagdes de temperatura. Quando a temperatura
aumenta, o grau de hidratagdo dos grupos hidrofilicos de uma molécula de surfatante
pode decrescer, tornando esse reagente menos hidrofilico e, portanto, com um menor

BHL, o que pode levar a uma inversdao da emulsdo formada (SALUM, 1998).

O método BHL ¢ satisfatorio, principalmente, para determinacdo de surfatantes ndo-
i0nicos. Para surfatantes idnicos e alguns poucos nao-ionicos, os valores de BHL devem
ser estimados por métodos experimentais (ELLER et al., 1979). Uma estimativa
grosseira para se determinar o BHL de um emulsificador ¢ através de sua solubilidade
ou grau de dispersao em agua, apresentado na TABELA IV.1. Ressalta-se, entretanto,
que o BHL de um emulsificador ndo estd relacionado de forma absoluta com sua
solubilidade em agua ou 6leo, de forma que dois diferentes emulsificadores com BHL

similares podem exibir diferentes solubilidades (ELLER et al., 1979).

TABELA 1V.1- Relagao entre o BHL e o grau de dispersdo de um surfatante em agua.

Composicdo em agua BHL

Nenhuma dispersao 1-4

Pouca dispersao 3-6

Dispersao leitosa apds agitagdo vigorosa 6-8
Dispersao leitosa estavel 8—-10
Dispersado de translucida para clara 10-13

Solucao clara >13

Fonte: ELLER et al., 1979.

Um surfatante adequado para o processo MLS deve possibilitar uma pequena taxa de
quebra dos glébulos; ser estdvel quimicamente; possuir custo vidvel e ser de facil

sintese; estabilizar o sistema sem, no entanto, inviabilizar a desemulsificacdo

(DRAXLER & MARR,1986; SALUM, 1998).

O termo estabilidade refere-se ao fato de o sistema ser homogéneo. Segundo Rosen

(1978) e Sumner (1954), uma diminuicdo da homogeneidade pode ser representada de
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trés formas: a) pela concentragcdo das goticulas da fase dispersa no topo ou no fundo da
emulsdo, devido a uma diferenca de densidade entre os liquidos; b) pela floculagdo ou
acumulo de goticulas individuais para formar agregados maiores; c) pela coalescéncia
das goticulas, resultando na quebra da emulsdo. Os fatores que interferem na
estabilidade de uma emulsdo, segundo Rosen (1978) e Sanctis (1999), sdo listados a

seguir:

1- Natureza fisica do filme interfacial

As gotas de liquido dispersas na emulsdo estdo em constante movimento,
conseqlientemente, ha freqiientes colisdes entre elas. Por esse motivo, ¢ muito
importante a formacdo de um filme interfacial que tenha a finalidade de promover uma
estabilidade mecanica da emulsdo. Esse filme, constituido de moléculas de tensoativo
densamente empacotadas, se adsorve ao redor das gotas emulsionadas e possui
propriedades de fortes forgcas intermoleculares entre suas moléculas e as goticulas de
fase dispersa. Em geral, surfatantes puros ndo formam um bom empacotamento e,
conseqlientemente, ndo sdo suficientemente fortes mecanicamente. Bons agentes
emulsificantes sdo usualmente uma mistura de dois ou mais surfatantes, um com maior

solubilidade em 4gua e outro com maior solubilidade na fase oleosa.

2- Existéncia de barreiras elétricas ou estéricas contra a coalescéncia

A presenca de cargas nas goticulas dispersas constitui uma barreira elétrica a sua
coalescéncia. A presenca dessa carga € significante somente em emulsdes do tipo O/A.
Em emulsdes A/O, objeto do trabalho, a carga ¢ muito pequena ou inexistente pela
propria natureza da emulsdo. Sendo assim, a principio, ndo ha nesse tipo de emulsdo,

nenhuma correlagdo entre a estabilidade e a carga.

A presenca de grupamentos no filme interfacial pode levar a arranjos mais energéticos,
quando da aproximacao de duas goticulas, constituindo assim uma barreira estérica a

coalescéncia.
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3- Viscosidade da fase continua

O aumento da viscosidade m da fase continua reduz o coeficiente de difusdo D das

goticulas de acordo com a seguinte equagao para goticulas esféricas:

_ kT
6mna

D (4.1)

em que k ¢ a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura absoluta em a o raio das
goticulas. E como o coeficiente de difusdo é reduzido com o aumento da viscosidade, a

freqii€éncia de colisdao das goticulas e sua taxa de coalescéncia sdo diminuidas.

4- A distribuicdo do tamanho das gotas

Gotas grandes possuem menor area interfacial por unidade de volume, assim, sdo
termodinamicamente mais estaveis do que gotas menores ¢ tendem a crescer a custa
destas. Se o processo continua, ocorre a quebra da emulsdo. Dessa forma, uma emulsdo

composta por gotas com uma distribui¢do de tamanho mais uniforme ¢ mais estavel.

5- Temperatura

A mudanga na temperatura causa alteragdes na tensao interfacial entre as duas fases, na
natureza e viscosidade do filme interfacial, na solubilidade relativa dos emulsionantes
em cada fase, na pressao de vapor e viscosidade das fases liquidas e na agitacao térmica
das particulas dispersas. Esses fatores afetam a estabilidade da emulsdo, podendo

provocar inversao ou quebra.

6- Razdo de volumes entre as fases

A medida que o volume da fase dispersa aumenta, o filme interfacial se expande,
reduzindo a estabilidade do sistema. Se o aumento do volume da fase dispersa
ultrapassar o volume da fase continua, o fendmeno de inversdo das fases pode ocorrer, a

menos que o surfatante utilizado estabilize somente um tipo de emulsao.
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4.2.2. Permeagao

Na etapa da permeacdo, a emulsdo primaria, obtida na emulsificacdo, ¢ dispersada na
fase externa, sob agitacdo moderada, formando a emulsdo multipla. A velocidade de
agitacdo ¢ o diametro dos globulos de emulsdo priméria formados variam, em média,
entre 100 a 400 rpm e 0,1 a 2 mm, respectivamente. E nessa etapa que ocorre a extragio
do soluto da fase externa para a fase membrana e sua reextracdo para a fase interna.
Esse transporte do soluto ocorre devido a diferenga de potencial quimico existente entre
as fases externa e interna. O transporte se da por diversos mecanismos, a depender da
natureza quimica do soluto, da existéncia ou ndo de transportador do tipo de
transportador, da natureza do complexo soluto-transportador formado e,
conseqilientemente, da capacidade de difusdo desse complexo através da fase membrana.
Essa etapa ¢ a mais lenta, por envolver reagdes quimicas ou solubilizagdo e difusao,

sendo, portanto, a etapa controladora do processo de separagao por MLS.

Os parametros que podem interferir na etapa de permeagdo sao: o tipo € a concentragdo
de extratante e surfatante presentes na fase membrana, o pH das fases externa e interna,
a temperatura do processo, a razdo entre as fases externa/membrana/interna, a
velocidade de agitacdo, a composi¢do das fases externa e interna e a concentragdo

inicial do soluto de interesse nessas fases (MANSUR, 1994).

O extratante ¢ o reagente que se complexa com o soluto e o transporta através da fase
membrana. Quando ndo ha quantidade suficiente de extratante na interface fase
externa/fase membrana para promover a retirada de soluto da fase externa, o
prosseguimento da reagdo torna-se dependente do retorno do transportador (extratante)
para essa interface. O aumento da concentracdo de extratante no sistema leva a uma
maior disponibilidade desse componente nessa interface, permitindo que uma
quantidade maior de moléculas de soluto sejam transportadas para a fase interna,
aumentando, assim, a transferéncia de massa. Contudo, o rapido enriquecimento da fase
interna € o aumento da concentragdo do extratante podem levar ao inchamento dos
globulos de emulsdo, fenomeno conhecido como osmose que serd visto com mais

detalhes no item 4.4.1.1 desse trabalho.
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O surfatante, conforme explicado no item 4.2.1, ¢ o reagente responsavel pela
estabilidade da emulsdo primaria. Quando utilizado em excesso, aumenta a viscosidade
da membrana afetando a etapa de permeacdo. O aumento da viscosidade oferece uma
resisténcia adicional a transferéncia de massa do extratante ¢ do complexo
extratante/soluto. Além disso, dificulta a dispersdo da emulsdo primdria na fase aquosa,
levando a formagdo de um menor niimero de globulos de emulsdo e de maior tamanho
que implica uma redugdo da area interfacial, com conseqiiente queda nas taxas de
permeagdo. O excesso de emulsificador pode, também, ter efeitos deletérios na cinética
de extracdo do soluto ao aumentar a resisténcia interfacial a reacdo quimica. Além
disso, com o aumento da concentracdo de surfatante, h& um aumento no grau de
interagdo entre as caudas hidrofébicas das moléculas de emulsificador que estabilizam
diferentes goticulas de fase interna. Isto diminui substancialmente a mobilidade das
goticulas de fase interna, mantendo-as praticamente fixas dentro do globulo de emulsao,
aumentando, assim, a espessura efetiva da fase membrana (distdncia média que o
complexo extratante/soluto deve difundir para alcangar as goticulas) (MIKUCKI, 1984).
Um outro problema de grande relevancia causado pelo excesso de emulsificador ¢ a
permeacao de fase externa para dentro do globulo, em virtude desse reagente ser
ambifilico e poder formar micelas, aprisionando fase externa em seu interior. Esse

fendmeno é conhecido como osmose.

O pH, das fases externa e interna, ¢ uma das varidveis mais importantes no processo de
extracdo por estar diretamente relacionado a quimica do processo. E em conseqiiéncia
disto que alguns extratantes s6 conseguem realizar o transporte do soluto em valores

especificos de pH.

O aumento da temperatura influi de maneira significativa no processo de permeacao,
pois diminui a viscosidade da fase orginica e da emulsdo, o que aumenta a mobilidade
do complexo através da membrana, das goticulas no seu interior e a area superficial
disponivel para a transferéncia de massa, devido a formagao de um niimero maior de
globulos. O decréscimo na viscosidade leva, entretanto, a uma diminui¢ao na espessura
da membrana, tornando-a mais susceptivel a ruptura. Outros efeitos causados pelo

aumento de temperatura sdo as alteracdes nas taxas de reacdo quimica nas interfaces da
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membrana, o aumento da solubilidade da agua e da difusividade das moléculas de
surfatante hidratado na fase orgénica, favorecendo o inchamento (vide item 4.4)

(KONZEN, 2000).

Cada tipo de sistema apresenta uma proporcao Otima dos volumes das fases interna,
externa e membrana. Normalmente, a fase interna se apresenta em propor¢do inferior a
fase externa, para promover uma concentragdo eficiente do soluto, e o volume da fase
membrana ¢ definido com critério, devido aos custos envolvidos com os reagentes
(KONZEN, 2000). A propor¢do de volumes fase membrana/fase interna esta
relacionada a transferéncia de massa e a estabilidade da membrana. Quanto menor for
essa razdo, maior serd a transferéncia de massa e menor a estabilidade, para uma
determinada concentragdo de surfatante e de extratante, devido a menor espessura da
membrana (JUANG & WANG, 2002; SALUM, 1998). Se o volume de fase dispersa na
emulsdo aumentar a tal ponto que este volume ultrapasse o da fase continua, pode até
acontecer a inversdo das fases, a menos que o emulsificador tenha um balango de

grupos hidrofilico e lipofilico tal que s6 estabilize um determinado tipo de emulsdo.

Estudos de emulsdes, sem a adi¢ao de um emulsificador, mostraram que a partir de certa
razdo das fases liquidas imisciveis ocorre inversdo de fases da emulsdo, ou seja, a fase
continua torna-se a fase dispersa. A razao dos volumes das fases imisciveis no ponto de
inversao ¢ igual a raiz quadrada da razdo das viscosidades dos dois componentes. Com a
adicao de emulsificador, contudo, ha um controle do efeito da inversdao. A inversao das
fases parece depender da concentragdo de emulsificador, da sua natureza quimica, e de
seu BHL. Existe certo valor do BHL em que a inversdo ocorre mais facilmente, porém
alterando-se o BHL para valores mais altos ou mais baixos, a estabilidade da emulsao,
seja ela A/O ou O/A, aumenta, atinge um maximo e depois decresce. A inversdao e
especialmente a temperatura de inversdo das fases estdo relacionadas com a escolha do

emulsificador.

A velocidade de agitacdo estd relacionada a eficiéncia de extragdo e a quebra dos
globulos de emulsdo. Um aumento da agitacdo leva a uma maior contactagdo entre o

soluto e o transportador e também a um aumento da area superficial disponivel,
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favorecendo, assim, o transporte de massa. Porém, velocidades muito altas favorecem a
quebra dos globulos de emulsdo, o que provoca perda do soluto ja extraido (Vide item

4.4.1).

A concentracdo do soluto na fase externa influi de maneira significativa sobre o
processo de extracdo. Nos instantes iniciais da permeagdo, um aumento da concentragdo
do soluto aumenta proporcionalmente a taxa de transferéncia de massa, devido a um
maior gradiente de potencial quimico. Contudo, no decorrer do tempo, essa taxa torna-
se constante porque a reagcdo de complexacao ¢ mais rapida que a difusdo do complexo,
assim, as moléculas de soluto dependem do retorno das moléculas de extratante para se
complexarem e serem, sob essa forma, novamente transportadas da fase externa para a

fase interna (KONZEN, 2000; SALUM, 1998).

A concentragao da fase interna leva a uma maior transferéncia de massa devido ao
aumento do gradiente de potencial quimico. Isto, também, provoca um aumento no
transporte de agua, devido ao aumento do gradiente de pressdo osmotica (vide item

4.4.1.1), ocasionando um inchago dos globulos de emulsao (KONZEN, 2000).

4.2.3. Decantacao

Nessa etapa, a emulsdo primdria carregada ¢ separada da fase externa empobrecida
no(s) soluto(s) por uma operagdo estritamente fisica: a decantacdo. Esta separagdo ¢
obtida pela coalescéncia dos globulos da emulsdo multipla devido a auséncia de
agitacdo. A separagdo dependera ndo somente da diferenca de densidade, como também
da viscosidade da fase continua, do tempo de residéncia e da area disponivel para a
decantacdo. A emulsdo primdria, rica no soluto de interesse, segue para a etapa de
desemulsificagdo e a fase externa pode ser descartada ou submetida a tratamento

subseqiiente.
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4.2.4. Desemulsificacao

A desemulsificagdo consiste na quebra da emulsdo primaria e, conseqiientemente,
liberagdo da fase interna, enriquecida no(s) soluto(s) de interesse. A fase interna,
carregada no soluto de interesse, segue para tratamentos posteriores, ao passo que a fase

membrana pode ser reciclada.

Essa etapa pode ser realizada utilizando-se processos térmicos, quimicos, ultra-som,
centrifugacdo ou coalescéncia eletrostatica. Dentre estes, a coalescéncia eletrostatica
tem se mostrado mais eficiente e apropriada a separagdo das emulsdes altamente
estaveis, pois apresenta alta eficiéncia, ndo oferece riscos de contaminagdo com
produtos quimicos e evita degradacdo do soluto por exposi¢do ao calor, tendo sido o

método utilizado no presente trabalho.

A quebra da emulsdo em um processo MLS pode ser dividida em trés estagios (HSU &
LI, 1985):

+ coalescéncia das goticulas e seu crescimento;

+ decantacao da fase mais densa;

+ coalescéncia das goticulas maiores com suas respectivas fases continuas.

Na coalescéncia eletrostatica, o campo elétrico aplicado polariza as goticulas da fase
interna fazendo com que elas se alinhem em longas cadeias na dire¢do do campo. Esse
alinhamento promove a coalescéncia da fase interna pelo choque entre as goticulas, que

¢ causada pela forca resultante da presenca do campo elétrico (SALUM, 1998).

A freqiiéncia e a voltagem sdo os principais parametros relacionados a quebra da
emulsdo primaria. Porém, a freqiiéncia parece influenciar mais acentuadamente do que a
voltagem, permitindo, entdo, a utilizagdo de campos elétricos relativamente menos
intensos. Para uma determinada faixa de operagdo, quanto maior for a freqiiéncia
utilizada, mais eficiente serd o processo de quebra da emulsdo, porém ¢ possivel efetuar
a quebra utilizando freqiiéncias usuais de rede (50 ou 60 Hz). A tensdo, entretanto, ¢ a

forca-motriz do processo, pois estabelece a magnitude do campo elétrico aplicado. Este
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¢ o parametro-chave do processo porque para intensidades de campo inferiores a um
valor limite, a quebra ndo ocorre, independentemente da freqiiéncia utilizada. Quanto a
corrente, esta ndo tem influéncia na quebra da emulsdo, pois para que se consiga ter um
campo elétrico de alta intensidade, deve haver um isolamento eficiente entre os
eletrodos que constituem o desemulsificador. Esse isolamento implica em uma elevada
resisténcia entre eles e, conseqiientemente, uma pequena passagem de corrente. Assim,
na desemulsificacdo, opera-se em niveis muito baixos dessa varidvel, da ordem de

miliampéres (KONZEN, 2000; MANSUR, 1994).
4.3. Transferéncia de Massa em Membranas Liquidas Surfatantes

A etapa de permeagdo, como explicado o item 4.2.2, consiste na passagem do soluto da
fase externa para a interna, através da fase membrana. Essa transferéncia de massa ¢ um
processo de ndo equilibrio e pode ocorrer por difusdo das moléculas individuais ou por
um fluxo convectivo, devido a um gradiente de potencial quimico (CUSSLER, 1984;

SALUM, 1998).

A transferéncia de massa pode ser representada, de maneira idealizada, por um perfil de
concentragdo contendo 5 etapas apresentadas na FIGURA 4.5, de forma simplificada,

em uma configuragdo plana (KONZEN, 2000; MANSUR, 1994; SALUM, 1998):

1. difusdo do soluto na pelicula de fase externa que circunda o gldbulo;
solubilizagdo ou reacdo quimica do soluto na superficie externa da fase membrana;
difusdo do soluto ou do complexo através da fase membrana;

solubilizacdo ou reagdo quimica do soluto na superficie interna da membrana;

A T

difusdo na fase interna.
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FIGURA 4.5 - Perfil de concentragdo através de uma membrana liquida plana.

Fonte: KONZEN, 2000.

Observa-se pela FIGURA 4.5, que o soluto difunde-se inicialmente na pelicula de fase
externa, havendo um pequeno gradiente de concentracdo. Na interface externa ocorre
uma descontinuidade no perfil de concentracdo, correspondendo a solubiliza¢do ou a
particdo do soluto entre as fases externa ¢ membrana devido a uma reagao quimica. Na
seqiiéncia, ocorre a difusdo do soluto ou complexo através da fase membrana, havendo
um elevado gradiente de concentrag@o entre as interfaces da membrana. Observa-se que
a inclinagdo da curva nessa regido ¢ acentuada, demonstrando ser o estagio de maior
resisténcia e, conseqiientemente, o estagio controlador do processo. Na interface interna,
ocorre novamente a descontinuidade do perfil pelos mesmos motivos apresentados para

a interface externa. Finalmente, o soluto se difunde pela pelicula de fase interna.

A permeacao de um soluto através de uma membrana liquida pode ocorrer segundo
diferentes mecanismos de transferéncia de massa. Antes de ser feita uma abordagem
especifica sobre esses mecanismos, ¢ importante relacionar as seguintes consideragdes
(SALUM, 1998):

+ prevalece o equilibrio quimico e de fases nas interfaces externa e interna;

+ 0 sistema encontra-se em regime permanente;

+ adifusdo na fase membrana ¢ a etapa determinante do processo;

+ amembrana apresenta as interfaces limites planas e paralelas entre si.

As suposi¢des de que o fluxo da membrana ¢ difusivo e ocorre em regime permanente

fornecem uma boa aproximac¢do do sistema real. No entanto, sabe-se que a permeagao
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do soluto através da membrana ocorre segundo um regime pseudo-permanente, pois as
concentragdes das diferentes espécies em cada ponto variam com o tempo. Porém, como
a membrana oferece grande resisténcia a transferéncia de massa, isso ocorre lentamente
de modo que o perfil de concentragdo pode ser aproximado de um regime permanente.
Como conseqiiéncia dessas hipoteses, a transferéncia de massa pode ser descrita pela

primeira Lei de Fick (CUSSLER, 1984, KONZEN, 2000).

A elevada eficiéncia de separagdo obtida pela técnica MLS € conseguida pelo uso de
transporte facilitado que maximiza o fluxo através da membrana e a capacidade da fase
interna em difundir o soluto. O mecanismo de transporte facilitado pode ser classificado

em dois tipos: tipo I e tipo IT (YAN, 1993).

No transporte facilitado tipo I, a espécie difusiva deve ser solivel na membrana. O
gradiente de concentracdo das espécies através da membrana é maximizado por uma
reacdo irreversivel entre a espécie e um reagente na fase interna, o que mantém a
concentracdo da espécie praticamente nula na fase interna. E desejavel que o produto
dessa reagdo seja incapaz de se difundir através da membrana. No transporte facilitado
tipo II, um extratante, conhecido como transportador, é incorporado dentro da fase
membrana para transportar a espécie difusiva da fase externa para a fase interna. O
extratante ¢ liberado apos a transferéncia da espécie e retorna a interface externa de

modo a manter o ciclo constante (YAN, 1993).

Varios sao os tipos de mecanismo de transporte encontrados em MLS, permeacao
simples, permeacdo simples com rea¢do quimica, transporte facilitado simples,
transporte facilitado simples com reacdo quimica, co-transporte e contra-transporte
(KONZEN, 2000; MANSUR, 1994; MARR & KOPP, 1982; TRINDADE, 2002). No
presente trabalho serd discutido apenas o mecanismo de contra-transporte, pelo qual

ocorre a extragao de fenilalanina com o extratante Adogen 464.

No mecanismo de contra-transporte, mostrado na FIGURA 4.6, o soluto A, presente na
fase externa, e a espécie B, presente na fase interna, sdo transportados, em sentidos

opostos através da fase membrana, pelo extratante C. Inicialmente, A reage com C na
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interface com a fase externa formando o complexo AC, que se difunde através da
membrana até a interface com a fase interna. Nesta interface, C libera A e capta a
espécie B, formando o complexo BC, que se difunde através da membrana até a
interface com a fase externa, onde ha libera¢dao de B e captagdo de outra molécula de A,
reiniciando o ciclo. Um excesso de B ¢ utilizado para uma completa separacdo da
espécie A ou, em alguns casos, pode haver a reacdo de B com D, na fase externa, para
que a concentragdo de B seja mantida constante nessa fase (KONZEN, 2000;

MANSUR, 1994; MARR & KOPP, 1982; TRINDADE, 2002).

Fase Externa Fase Membrana Fase Interna
A AC A
D —+B / \ ac / \ ;
BD 4—'

FIGURA 4.6 - Mecanismo de contra-transporte.
Fonte: MARR & KOPP, 1982.

No presente estudo, tem-se que a fenilalanina, sob a forma ionizada Phe’, é a espécie
presente na fase externa (espécie A) e o anion CI” ¢ a presente na fase interna (espécie
B). O Phe’ ¢ transportado da fase externa para a interna e o Cl” em sentido contrario. O
transporte dessa espécies ¢ facilitado pela presenca de um agente extrator X' (espécie
C), no caso o Adogen 464, cloreto de metil-trialquil amonio. Na interface externa, o
Adogen 464 reage com a espécie Phe’, formando o complexo X Phe” (complexo AC),
que, apos se difundir na fase membrana, atinge a interface interna, liberando Phe para a
fase interna e formando o complexo X CI” (complexo BC) na interface interna. Esse
complexo difunde em direcdo a interface externa, onde libera CI” e reage novamente
com a espécie Phe’, recomecando o ciclo. Uma representacdo esquematica do
mecanismo de contra-transporte para extracdo da fenilalanina com Adogen 464 ¢
mostrado na FIGURA 4.7. As reagdes 4.1 e 4.2 descrevem a reacdo de extragdao de
fenilalanina, a partir da fase externa aquosa, e a reagdo de reextracdo de fenilalanina

. . ~ , . +
para a fase interna aquosa, respectivamente. Nessas reagdes, o indice A" refere-se ao
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extratante Adogen 464 e os subindices aq. e org. referem-se, respectivamente, a fase

aquosa e a fase orgénica.
Phe s + A'Cl g = A"Phe oy + Clyg (4.1)
A'Phe oy + Cl'pq—> Phe'yq + A'Clgyg (4.2)

Fase Externa  Fase Membrana Fase Interns

+ -
- il
Fhe _ "

//h-— Phe
Cl \ \4 cl

+ -
% Phe

FIGURA 4.7 - Representacdo do mecanismo de contra-transporte para extracdo de
fenilalanina.

Fonte: THIEN et al., 1988.

4.4. Problemas Associados a Técnica MLS

O processo de separagdo por membranas liquidas surfatantes, conforme citado
anteriormente, ¢ uma tecnologia nova, porém eficiente em processos de extragdo e
concentragdo ¢ com um campo de aplicagdes muito vasto. Apesar das intimeras
vantagens relacionadas a técnica, diversos problemas indesejaveis podem ocorrer
durante a etapa de permeacdo, inviabilizando ou dificultando a extracdo e/ou
concentracdo do soluto desejado, devendo, portanto, ser minimizados. Dentre estes
problemas os que merecem maior atencdo sdo a instabilidade da membrana durante a
permeacgao, com destaque para a osmose € a permeacao reversa do soluto. Problemas
como a reprodutibilidade das emulsdes, seletividade do processo, efeitos de solidos
coloidais e lenta cinética de extracdo também ocorrem e ndo devem ser
desconsiderados. Na TABELA IV.2, sdo mostrados resumidamente os problemas

principais associados a técnica MLS (SALUM, 1998; MIKUCKI, 1984).
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TABELA 1V.2 - Principais problemas associados a técnica MLS.

Problema Causas Fatores que interferem Efeitos
Cisalhamento devido a Globulos se rompem na regidao nodal,
Ruptura da membrana agitagdo durante a com perda de fase interna e conseqiiente
permeagao. redugdo na taxa de extragdo.
Rompimento dos glébulos com perda de
Coalescéncia de ) fase i
Didmetro das goticulas de ase interna.
goticulas de fase ) o
. fase interna e sua distribuigao Diminuic¢do na 4rea interfacial
interna dentro dos d n
¢ tamanho. disponivel a reagdo de reextragdo do
globulos de emulséo pontv ¢ xtrag
soluto.
Instabilidade da C L .
Diminuig8o na area interfacial
membrana Choque entre globulos . . ~ ~
Coalescéncia dos disponivel para a reagdo de extragdo do
durante a agitagdo na etapa de 1
globulos de emulsdo soluto.
permeacao.
Em alguns casos, leva a oclusao.
Entrada de fase externa para dentro dos
Entrada de fase globulos. Apds a desemulsificagdo, fase
Oclusao. )
externa para dentro interna carregada contendo fase externa
dos globulos de €, portanto, menos pura.
emulsdo Inchamento (“swelling”) dos glébulos e
Osmose. o i
diluigdo da fase interna.
Reagdo de troca de um
Permeacdo soluto ja transferido | Tempo de permeagdo, for¢ca | Ineficiéncia no processo de extracdo do
reversa do para a fase interna ionica da fase externa e pH soluto da fase externa para a fase
soluto com um outro ion inadequados. interna.

presente nessa fase.

4.4.1. Instabilidade da membrana

Como membranas liquidas sdo finas, moveis e sujeitas ao cisalhamento, elas tendem a

se romper durante o processo de preparagdo e uso. A estabilidade das MLS depende do

cisalhamento produzido pela agitagdo, da coalescéncia das goticulas internas, da

coalescéncia dos globulos de emulsdo e da entrada de fase externa para dentro dos

glébulos de emulsao (MIKUCKI, 1984; PATNAIK, 1995).




50

O cisalhamento produzido pela agitacao, nas regides proximas ao impelidor, deforma os
globulos que tendem a se romper na regido de maior deformacao, denominada nodal, no
momento de deformacdo méxima (FIGURA 4.8). Como conseqiiéncia dessa quebra, em
alguns mecanismos como ¢ o caso do contra-transporte, a perda da solugdo que constitui
a fase interna leva a diminuigdo na quantidade dessa fase, afetando a reacdao de
regeneracdo do transportador na interface interna. E como a espécie presente nessa fase
atua como um bombeador do soluto a ser extraido da fase externa, ha um
comprometimento das taxas de extracao (MIKUCKI, 1984; SALUM, 1998; WAN &
ZHANG, 2002).

Fegido Modal

FIGURA 4.8 - Formagao da regido nodal.
Fonte: MIKUCKI, 1984.

A coalescéncia das goticulas da fase interna ocorre devido a uma distribuicdo ndo
homogénea dos didmetros das goticulas. Esse fendmeno, além de reduzir a area
interfacial disponivel a reacdo de reextragdo do soluto, provoca o rompimento dos

glébulos com perda de fase interna (MIKUCKI, 1984; SALUM, 1998).

A coalescéncia dos glébulos de emulsdo ocorre devido ao choque entre os globulos
durante a agitacdo na etapa de permeacdo. Tem como efeito a diminui¢ao da area
interfacial disponivel para a rea¢do de extracdo do soluto e, em alguns casos, leva ao
fenomeno conhecido como oclusdo, explicado a seguir (MIKUCKI, 1984; SALUM,
1998).

A quebra da emulsdo estd intimamente relacionada com a entrada de agua para o
interior dos glébulos. A agua pode entrar nos globulos devido ao fendmeno osmético ou

por um mecanismo de arraste denominado oclusdo. A osmose consiste na passagem de
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agua da fase externa para a fase interna e ocorre devido a uma diferenca de potencial
quimico entre os dois lados da membrana (FIGURA 4.9). Esse fenomeno sera explicado
separadamente e com maiores detalhes no item 4.4.1.1. A oclusdo consiste na entrada de
fase externa para o interior do globulo no momento de sua formagao, ou seja, quando a
emulsdo primaria ¢ adicionada a fase externa sob agitagdo, parte da fase externa fica
retida dentro do globulo como fase dispersa. A oclusdo pode também ser causada pela
coalescéncia dos globulos de emulsdo. Quando os gldébulos se juntam, o filme de fase
externa que os separa ¢ retido como fase dispersa nos glébulos de maior tamanho

(MIKUCKI, 1984; SALUM, 1998).

FIGURA 4.9 - Ruptura da membrana devido a osmose.

A perda de fase interna devido a quebra da membrana pode ser avaliada,
experimentalmente, pela adigdo de um componente a fase interna, denominado tragador,
ao se preparar a emulsdo primaria. A presenca desse componente na fase externa, ao
final da permeacdo, indica a ocorréncia de quebra da membrana. Este deve ser de facil
detecgdo analitica e ndo deve participar do processo de extragdo. A quebra pode ser

quantificada pela seguinte expressao (SALUM, 1998):

£ = ((C tr )FE 'VFE )t
(Co)p-Ver) (4.2)

em que (Cy)re € (Cu)rr; Ve € Vi € os indices t e in. referem-se, respectivamente, a
concentragdo do tracador na fase externa e interna; ao volume da fase externa e interna;

€ ao tempo t € ao tempo inicial de permeacao.

A estabilidade da emulsdo estd intimamente relacionada a concentragdo e ao tipo de

surfatante utilizado. O surfatante tem a fungdo de estabilizar a membrana como ja
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mencionado no item 4.2.1. Sua presenca reduz causas de instabilidade, como
deformacao dos globulos, e coalescéncia das goticulas de fase interna e dos globulos de
emulsdo. No entanto, o aumento na viscosidade da membrana provocado pela sua
presenga pode levar a uma diminuicdo na taxa de transporte de soluto, conforme
explicado no item 4.2.2, o que também deve ser avaliado (KINUGASA et al., 1992;
SALUM, 1998).

4.4.1.1.0smose

A osmose ocorre em emulsdes do tipo A/O/A e refere-se ao inchamento (‘swelling”) dos
glébulos de emulsdo durante a etapa de permeacdo, devido a transferéncia de agua da
fase externa para as goticulas de fase interna. A forga-motriz responsavel pela
ocorréncia do fendmeno ¢ a pressdo osmotica, provocada, principalmente, pela alta
acidez ou basicidade da fase interna receptora, aliada a uma fase externa diluida e de
baixa for¢a idnica (LI, 1993; MANSUR, 1994; SALUM, 1998; WAN & ZHANG,
2002; YAN & PAL, 2001).

A osmose leva a quebra da membrana; mudan¢a nas propriedades reologicas da
emulsdo, dificultando o transporte e a separacdo de fases; diluicdo do soluto que foi
concentrado na fase interna; reducdo da forca-motriz para a extragdo do soluto e

diminui¢do da eficiéncia de separacdo (WAN & ZHANG, 2002; YAN & PAL, 2001).

Diferentes mecanismos sao propostos para explicar o inchamento dos globulos nas

MLS. Sao eles (SALUM, 1998; YAN & PAL, 2001):

+ difusdo molecular da 4gua, a partir da fase externa aquosa para o interior das
goticulas, devido a um gradiente de pressdo osmdtica (diferencga de forga idnica entre
as duas fases);

+ hidratacdo das moléculas de surfatante - as moléculas de 4gua adsorvem-se na
interface formando ligagdes de hidrogénio com os grupos polares da molécula de
surfatante, sendo transportadas para o interior das goticulas;

+ transporte de agua auxiliado por micelas - o surfatante presente em elevadas
concentragdes pode formar micelas inversas encapsulando dgua da fase externa em

seu interior;
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+ arraste e emulsificagdo de fase externa nos globulos de emulsdo devido a um
excesso de surfatante (oclusdo da fase externa) - pode ocorrer o encapsulamento de
fase externa dentro dos globulos de emulsdo multipla durante a sua formagdo no
inicio da permeacgdo, ou quando ocorre a coalescéncia dos mesmos no final da

permeacao.

O extratante, por ser uma substancia polar interfacialmente ativa, também atua como
acelerador osmético, porém sua influéncia € bastante complexa e muitos pontos ainda
continuam sem explicacdo. A osmose pode ocorrer através da interagao dos grupos
polares do extratante com a dgua ou pelo arraste dessa, no caso em que ions extraidos
tém a agua como um de seus ligantes. Acredita-se, também, na existéncia de uma
sinergia do efeito das duas substancias tensoativas presentes na membrana, o extratante

e o surfatante (MANSUR, 1994).

O fendmeno de osmose ¢ influenciado por um numero muito grande de parametros,

sendo que os mais importantes encontram-se listados na TABELA IV.3 .



TABELA 1V.3 - Principais fatores que interferem no fendmeno osmatico.

Parametro Conseqliéncia Efeito*
Tempo de residéncia relacdo linear )
Solubilizagdo devido a formacao de micelas
Resisténcia a transferéncia de massa
Concentragao de surfatante Viscosidade da fase membrana T
Hidratagdo
Oclusido
Hidratagdo de grupos polares
Concentragdo de extratante Moléculas de agua atuando como ligantes T
Aceleragao da transferéncia de massa
Diferenca de forga idnica Forga-motriz fisica )
Numero de carbonos do Viscosidade .
diluente Transferéncia de massa dos solutos
Area interfacial disponivel para a transferéncia
Tamanho dos globulos J
de massa
Complexagdo facilitada
Temperatura Diminuigao da viscosidade )
Difusdo facilitada
- Interferéncia na forca-motriz para a transferéncia A
p

de massa

* 1 0 aumento do parimetro favorece a osmose; ¥ o decréscimo do pardmetro favorece a osmose.

Fonte: BART et al., 1992, adaptado.

M¢étodos diferentes podem ser utilizados para o célculo da osmose, sendo o mais

utilizado a variacao relativa do volume de emulsdo primaria (AV,), que pode ser

€Xpresso por:

AV

~ (Vep)¢ =(Vep in

rel —

(VEP‘ )in.

(4.3)

em que Vgp. € 0 volume da emulsdo primaria (fase membrana + fase interna) e os

indices t e in. referem-se ao tempo de permeacao t € ao tempo inicial.




55

4.4.2. Permeacao reversa do soluto

A permeagdo reversa consiste no retorno, a fase externa, de um soluto j& transferido

dessa fase para a fase interna.

4.4.3. Reprodutibilidade das emulsfes

A reprodutibilidade das emulsdes ¢ um fator de extrema importancia no processo MLS.
A distribuicao do tamanho das goticulas da fase interna, em duas emulsdes preparadas,
pode ser significantemente diferente e isso vai depender de como as emulsdes sdo
preparadas. O uso de homogeneizadores na emulsificacdo veio sanar esse problema,

permitindo, com isso, a reprodutibilidade dos experimentos (MIKUCKI, 1984).

A distribuicdo do tamanho afeta a area interfacial disponivel para as reagdes de extragao
e de reextracdo, a estabilidade da emulsdo, o movimento das goticulas da fase interna e
a viscosidade da emulsdo. E esses fatores afetam todo o processo de transferéncia de
massa, €, por esse motivo, a ndo reprodutibilidade das emulsdes implica ndo

reprodutibilidade dos resultados experimentais.

4.4.4. Seletividade do processo

A seletividade ¢ uma consideracdo chave em qualquer processo de separagdo. No
mecanismo de transporte tipo I, a seletividade depende da habilidade do soluto se
dissolver na fase membrana e a forca-motriz depende da eficiéncia de conversdo do
soluto, por um determinado componente, no interior das goticulas. A seletividade no
mecanismo de transporte tipo II é governada, principalmente, pelo extratante presente

na fase membrana (PATNAIK, 1995).

4.4.5. Efeitos de sélidos coloidais

Soélidos coloidais estabilizam emulsdes A/O e O/A. Porém, a presenga desses solidos
pode causar dificuldades na quebra das emulsdes A/O e causar instabilidades na

membrana em emulsdes O/A (MIKUCKI, 1984).
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4.4.6. Cinética de extracéo

Problemas como a instabilidade da membrana e a osmose podem ser, parcialmente,
superados ao se usar curtos tempos de contato. Contudo, longos tempos de contato
podem ser necessdrios para se atingir uma eficiéncia de recuperagao do produto
satisfatoria, caso a cinética de extracdo seja lenta. A escolha de um extratante que tenha

uma cinética rapida ¢ essencial para minimizar esses problemas (MIKUCKI, 1984).

4.5. Extracdo de Aminoacidos pela Técnica MLS

O presente trabalho se fundamentou nos estudos realizados por Thien (1988), Thien et
al. (1988), Hong & Yang (1994) e Juang & Wang (2002). Nesses trabalhos, foram
avaliados os efeitos de varios pardmetros experimentais na separa¢cdo da fenilalanina
pela técnica MLS, e a eficiéncia de separacdo, caracterizada pelo percentual de

extragdo, extensdo da quebra e inchamento da membrana.

A extracdo de fenilalanina, no trabalho realizado por Thien (1988), foi efetuada através
do mecanismo de contra-transporte, discutido no item 4.3, utilizando como extratante
uma amina quaternaria, o cloreto de trioctil metil amonio (Aliquat 336), a qual permite a
extragdo desse aminoacido na sua forma anidnica. Nesse estudo, a emulsificagdo foi
realizada a temperatura de 30 °C e a permeagdo a 25 °C. Como tragadores, foram
utilizados os ions so6dio e potdssio na fase interna inicial. A determinacdo da
concentragdo de fenilalanina foi feita através da espectrofotometria UV-Vis, e das
concentragdes de sddio e potassio por espectrofotometria de absor¢ao atdmica. A
concentragdo de cloreto foi medida utilizando um eletrodo de cloreto (Orion Chloride
Electrode). A composicdo das fases utilizada no sistema MLS encontra-se na TABELA

Iv.4.
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TABELA 1V .4 - Composi¢ao das fases no sistema MLS.

COMPOSICAO DAS FASES NIVEIS

2,0 mol/L KC1

Fase Interna (70 mL) pH =11, ajuste com KOH

92 mL 100 Neutral (solvente)
5 mL Decanol (co-surfatante)

Fase Membrana (100 mL) 4 mL Paranox 100 (surfatante)
1 mL Aliquat 336 (extratante)
Solugdo de L-fenilalanina 11,5 g/L
Fase externa (700 mL) pH = 11, ajuste com NaOH

Fonte: THIEN et. al. (1988)

Viérios parametros operacionais que tém influéncia sobre a extragdo da Phe foram
estudados, dentre eles ressalta-se a concentracao inicial de cloreto na fase interna, a

concentragdo de extratante na fase membrana e o tempo de permeagao.

A concentragdo inicial de ion cloreto na fase interna ¢ um importante parametro do
processo, pois fornece a forca-motriz para a extragao de fenilalanina. Na FIGURA 4.10,
¢ mostrada a variacdo da concentracao de fenilalanina na fase externa com o tempo e, na
FIGURA 4.11, a variagdo da concentracdo de fenilalanina na fase interna e da
percentagem de inchamento da membrana, todos em fun¢do da concentragdo inicial de

ions cloreto na fase interna.
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FIGURA 4.10 - Variagao da concentragdo de fenilalanina na fase externa com o tempo
para diferentes concentracdes iniciais de cloreto na fase interna no
processo de separagdo MLS. (Condig¢des: FI (70 mL), pH = 11; FM
(100 mL) 92 mL 100 Neutral; 5 mL Decanol; 4 mL Paranox 100 e 1
mL Aliquat 336; FE (700 mL) 11,5 g/L de Phe, pH = 11).

Fonte: THIEN et al. (1988).

Pela FIGURA 4.10, observa-se que o fluxo inicial de soluto, proveniente da fase externa
através da membrana, aumenta acentuadamente quando a concentragdo inicial de
cloreto aumenta. Nota-se, também, que a extragdo ¢ mais eficiente para concentragdes

iniciais de cloreto mais elevadas.
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FIGURA 4.11 - Efeito da concentracado inicial de cloreto na fase interna no inchamento
da membrana e na concentragdo de fenilalanina na fase interna, para
um tempo de permeacdo de 40 minutos. (Condi¢des: FI (70 mL), pH =
11; FM (100 mL) 92 mL 100 Neutral; 5 mL Decanol; 4 mL Paranox
100 e 1 mL Aliquat 336; FE (700 mL) 11,5 g/L. de Phe, pH = 11).
Fonte: THIEN et al. (1988).

Pela FIGURA 4.11, verifica-se que o volume da fase interna aumenta com o aumento da
concentragdo inicial do ion cloreto. Esse inchamento da membrana leva a uma
diminui¢do da concentracdo de fenilalanina na fase interna, efeito esse contrario ao
observado na FIGURA 4.10. Isso mostra a importancia de se examinar, conjuntamente,
as concentracdes de soluto nas fases interna e externa. Apos realizados os ensaios,

Thien (1988) definiu como sendo 2 M a concentragdo 6tima de KCI na fase interna.

O efeito da concentragdo de extratante sobre as concentragdes de fenilalanina nas fases
externa e interna foram avaliados e estdo apresentados, respectivamente, nas FIGURAS
4.12 e 4.13. Nessa ultima figura ¢ mostrado, também, o efeito da concentracao de

extratante no inchamento da membrana.
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FIGURA 4.12 - Variacao da concentracao de fenilalanina da fase externa em fun¢ao do
tempo para diferentes concentracdes de extratante. (Condic¢des: FI (70
mL) 2,0 M KCI, pH = 11; FM (100 mL), 5 mL Decanol e 4 mL Paranox
100; FE (700 mL) 11,5 g/L de Phe, pH=11).
Fonte: THIEN et al. (1988).

Pela FIGURA 4.12, verifica-se que, para um mesmo tempo de permeacao, as extragdes
de soluto aumentam com a concentragdo de extratante, sendo as taxas de transporte mais
elevadas no inicio da permeag¢do devido a maior forca-motriz. Esse efeito de maior
extracdo do soluto, em um dado tempo, para maiores concentracdes de extratante se
deve a um aumento da formag¢ao do complexo extratante/soluto em virtude do aumento
da quantidade de transportador disponivel. Nota-se, também, que, para maiores
quantidades de transportador disponivel, sdo alcangados maiores percentuais de
extragdo com menores tempos de permeacdo. No entanto, para as concentracdes de
extratante comparativamente mais elevadas (1,0; 2,5 ¢ 5,0% v/v), para um tempo maior
de permeacdo, da ordem de 40 minutos, as extracoes de soluto alcancadas sao
praticamente iguais. Isto porque, a partir de uma determinada concentragdo de
transportador, o aumento da concentragdo desse reagente s6 afetard o tempo de
permeagdo para se alcangar a extragdo e nao mais o nivel de extracio atingido. Passa a

haver extratante suficiente para efetuar a extracao.
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FIGURA 4.13 - Variagdo da concentracdo de fenilalanina na fase interna ¢ da
percentagem de inchamento da membrana em funcdo da
concentragdo de extratante, para um tempo de permeacdo.de 40
minutos (Condi¢des: FI (70 mL) 2,0 M KCI, pH = 11; FM (100 mL),
5 mL Decanol e 4 mL Paranox 100; FE (700 mL) 11,5 g/L de Phe,
pH=11).
Fonte: THIEN et al. (1988).

Na FIGURA 4.13, observa-se que a percentagem de inchamento da membrana aumenta
linearmente com a concentracao de extratante, pois esse reagente também apresenta um
carater ambifilico, favorecendo, portanto, o fendmeno osmotico. Além disso, observa-
se, que, para concentracdes de extratante superiores a 2%, hd uma diminuicdo na
concentragdo de fenilalanina na fase interna causada pelo inchamento da emulsdo. No
entanto, conforme ja mencionado, na FIGURA 4.12 ¢ mostrado que maiores
concentragdes de extratante levam a maiores extracdes de fenilalanina. Portanto, para se
avaliar o efeito da concentragdo de extratante na extragdo desse soluto deve-se,
novamente, fazer uma andlise conjunta dessas figuras, de modo a se estabelecer a

melhor concentracdo a ser utilizada no processo. Apds os ensaios, Thien definiu a

concentragdo de extratante mais apropriada igual a 4% v/v, aproximadamente.
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Na FIGURA 4.14, ¢ mostrada a influéncia do tempo de permeagdo na quebra da

membrana. Observa-se que a quebra da membrana aumenta com o tempo.

% Quebra
3

r ]
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0 |0 2C ac 4
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FIGURA 4.14 - Percentagem de quebra da membrana em funcdo do tempo de
permeacdo. (Condigdes: FI (70 mL) 2,0 M KCI, pH = 11; FM (100
mL), 5 % Decanol e 4% Paranox 100; FE (700 mL) 11,5 g/L de
Phe, pH=11).
Fonte: THIEN et al. (1988).

Essa quebra, normalmente, ndo excede 2% do volume da fase interna. Pode-se notar que
uma significativa fracdo do total de quebra ocorre nos primeiros segundos de contato, o

que ¢ atribuido a quebra dos globulos de emulsdo, no momento de sua formagao.

THIEN (1988) estudou, também, outros pardmetros do processo que podem interferir na
extragdo do soluto. Dentre eles cita-se o tipo e a concentragdo de surfatante, a razdo fase

membrana/fase interna e o efeito da velocidade de agitagao.

Dois tipos de surfatante foram testados o Paranox 100 e o Span 80. Os resultados
obtidos indicaram que ambos os surfatantes causavam um significativo transporte de

agua para a fase interna e que esse transporte aumentava com a concentragdo de
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surfatante. Observou-se, entretanto, percentagens de extracao de fenilalanina superiores
com o surfatante Paranox 100. Esse fato foi atribuido & maior estabilidade da emulsao
promovida por esse surfatante. Assim, optou-se, a partir da analise dos resultados, pelo

Paranox 100 a uma concentracgao de, aproximadamente, 1% v/v.

Os experimentos realizados variando a razdo de volumes fase membrana/fase interna
indicaram que quanto menor era essa razdo maior a transferéncia de massa, tanto de
fenilalanina quanto de agua, e menor a estabilidade da emulsdo devido a menor
espessura da membrana. A razao fase membrana/fase interna 6tima definida por Thien

(1988) foi de 10/7.

A velocidade de agitagdo na etapa de permeacdo, também, foi um parametro avaliado.
Foram realizados experimentos variando a velocidade de 300 a 600 rpm. Os resultados
obtidos indicaram que o aumento desse pardmetro favorecia a extragdo de fenilalanina,
o transporte de 4gua e a quebra dos globulos de emulsdo. Segundo Thien (1988), o
aumento da velocidade de agitagdo aumenta a area superficial e o contato entre o soluto
e o transportador, favorecendo a transferéncia de massa. Cabe, no entanto, ressaltar que

velocidades de agitagdo demasiadamente elevadas podem levar a quebra dos globulos.

Hong & Yang (1994) estudaram a extragdo de fenilalanina utilizando um derivado do
acido fosforico (D2EHPA) como extratante. Esse transportador permite a extracdo do
aminoacido em sua forma cationica. As condi¢des utilizadas nesse estudo encontram-se

na TABELA IV.5.
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TABELA 1V.5 - Composigao das fases no sistema MLS e parametros fixados.
COMPOSICAO DAS FASES NIVEIS

Fase Interna 1,5 mol/L H,S0,

75% m/m S-60NR (solvente)
Fase Membrana 5% m/m Paranox 100 (surfatante)
20% m/m D2EHPA (extratante)

Fase externa Solu¢do de L-fenilalanina 35 g/L
PARAMETROS FIXADOS NIVEIS
pH 2,5 - ajustado com H,SO4
Emulsao Priméria (A/O) 7:10
Emulsao Multipla (A/O)/A 1:4
Temperatura 25°C
Velocidade de Agitacao 300 rpm

Fonte: Hong & Yang (1994).

Nesse estudo, varios experimentos foram realizados, em um reator em batelada,
utilizando as condig¢des experimentais contidas na Tabela IV.4. Os resultados obtidos
indicaram um tempo de permeacao 6timo de 10 minutos, que levou a um percentual de
extragdo de 70% e a um indice de enriquecimento da fase interna de aproximadamente
500%. Os resultados também mostraram a dependéncia do sistema com o pH da fase
externa que, devido ao contra-transporte dos ions H', cai de 2.5 para 1,7, apos 40
minutos de permeagdo, diminuindo a eficiéncia de separacdo. Dai a necessidade da
utilizacao de um tampao nessa fase ou da adigdo de uma solucao de NaOH ao longo da
permeacao, para manter o pH constante. Ensaios, utilizando o mesmo sistema de
extracdo, também foram realizados em um misturador continuo em contracorrente, com
trés estagios, e em uma coluna em contracorrente. O percentual de extragdo em cada
caso foi de, respectivamente, 77% e 58%, indicando ser o sistema em série mais
eficiente na extracdo de fenilalanina. A possibilidade de reciclo da membrana também
foi avaliada nesse estudo. Ensaios realizados indicaram que a membrana pdde ser

reutilizada seis vezes sem perda de suas caracteristicas fisicas.
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Juang & Wang (2002) compararam a separagao de aminoacidos, a partir de uma solugao
bindria, por extracdo por solvente e por membranas liquidas surfatantes, utilizando
D2EHPA como extratante. Em ambas as técnicas de extragdo, ¢ possivel controlar a
forma ionica sob a qual o aminoacido se apresenta, através do controle do pH e, dessa
forma, promover a separacao seletiva em sistemas binarios. Os resultados obtidos
indicaram ser viavel a separagdo do sistema binéario fenilalanina/acido aspartico e
invidvel a separa¢do do sistema fenilalanina/triptofano. Essa inviabilidade se deve a
proximidade dos valores de pl (ponto isoeletronico) para esses aminodcidos (vide item

3.1).

Nos estudos de Juang & Wang (2002) envolvendo a técnica MLS, a fase externa era
constituida por uma solugcdo de fenilalanina 0,012M, em pH 3 ajustado com sal de
fosfato. A fase organica foi preparada com D2EHPA 0,6 M, Span 80 3% v/v, e
querosene. A fase interna era uma solugdo de HCL. O efeito da concentracao de HCI na
permeacao de fenilalanina foi avaliado. Os autores observaram que o aumento da
concentragdo de HCIl favorecia a extragdo da Phe, porém foi selecionado uma
concentragdo de 1,6 M porque valores superiores levavam a elevadas porcentagens de
quebra da emulsdo. As velocidades de agitacdo utilizadas na emulsificagdo e na
permeacao foram, respectivamente, 4.000 e 250 rpm. Nesse trabalho, também foi
avaliado o efeito das razdes volumétricas das trés fases (externa, membrana e interna)
na permeac¢ao de Phe. Foi observado, primeiramente, que o grau de extragdo aumentava
com a diminui¢do da razdo fase organica/fase interna, mas comeg¢ava a diminuir quando
esta razdo tornava-se muito pequena. Segundo os autores, uma menor razao
volumétrica leva a membranas mais finas e, conseqiientemente, a maiores taxas de
permeagdo; por outro lado, quando a razdo ¢ pequena demais, a quebra da emulsdo
compromete as taxas de extracdo. A melhor razdo volumétrica fase organica / fase
interna encontrada foi de 3/2. Para a razdo volumétrica emulsdo primaria / fase externa,
observou-se que o grau de extracdo de Phe aumentava com o aumento da razdo
volumétrica devido ao aumento da area interfacial (formacdo de mais globulos de
emulsdo primaria). Os autores selecionaram uma razao 6tima emulsdo primaria / fase

externa igual a 1/4.
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Estudos preliminares, realizados com o sistema fenilalanina-Adogen 464, foram
desenvolvidos no Laboratério de Extragdo Liquido-Liquido/ Membranas Liquidas do
Departamento de Engenharia Quimica da Escola de Engenharia da Universidade
Federal de Minas Gerais (ANDRADE et al., 2003). Para esse sistema, a extracao se da
segundo um mecanismo de contra-transporte. Os parametros analisados foram o tempo
de permeacdo e as concentracdes de extratante, de surfatante e de modificador (co-
surfatante). A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que a melhor composi¢do da
membrana era 5% de 1-decanol, 4% de surfatante ECA 4360, 1% de Adogen 464 ¢ 90%
de Exxsol D225/275, um querosene (todos percentuais em massa), para uma fase
externa contendo 1,0 g/L de fenilalanina. Esse sistema, associado a um tempo de
permeagdo de 5 minutos, proporcionou niveis de extragdo de fenilalanina acima de
85%; indice de enriquecimento da fase interna de 600%, equivalente a uma
concentracdo de fenilalanina nessa fase de 6,0 g/L; quebra da membrana de 2%; e
inchamento da fase interna de 55%. Além disso, através desse estudo, foi possivel
confirmar, em concordancia com Shimidt (1971), que sistemas constituidos por aminas
em diluente de baixa polaridade exigem adicdo de um dalcool para melhorar a
solubilizacdo do extratante no diluente. Observou-se, ainda, que o surfatante, além de
estabilizar a membrana, parece ter um papel semelhante ao do alcool no que tange a

solubilizacdo da amina no Escaid 110.

Conforme mostrado pelas pesquisas realizadas (Thien, 1988; Hong & Yang,1994;
Juang & Wang, 2002) pode-se utilizar extratantes catidnicos ou anidnicos. No presente
trabalho, optou-se por empregar um extratante anionico, o Adogen 464 (cloreto de
metil-trialquil amoénio), para dar seqiiéncia aos estudos preliminares realizados por
Andrade et al. (2003). Além disso, os resultados obtidos a partir desse estudo poderao
ser comparados com os de um outro trabalho desenvolvido, em concomitancia a este, no
Laboratoério de Extracdo Liquido-Liquido/ Membranas Liquidas do Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais e que enfoca a extra¢ao

de fenilalanina com um extratante cationico, o D2EHPA.

Em virtude do estudo desenvolvido por Thien (1988) ser especifico para a extragdao de

fenilalanina, envolvendo a técnica MLS, com amina quaternaria (no caso, Aliquat 336),
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ele foi considerado a principal referéncia para a realizacdo do presente trabalho. Sua
pesquisa, contudo, mesmo envolvendo a avaliacdo de diversos pardmetros operacionais
da técnica MLS, citados anteriormente, que influenciam a extragdo de fenilalanina a
partir de um mosto fermentado, enfocou, principalmente, a modelagem matematica da

extracao desse aminoacido pela técnica MLS.

O trabalho aqui apresentado envolveu, além de uma analise do papel desempenhado por
cada um dos componentes da fase membrana no sistema MLS baseada em um estudo
mais aprofundado da etapa de emulsificacdo, a avaliagdo de diversos parametros
operacionais na permeagdo (concentragdes de surfatante e de extratante e estudo da
reologia da fase membrana em funcdo da sua mudanga de composi¢do; tempo e
velocidade de agitacdo; razdo volumétrica fase membrana/fase interna; razao
volumétrica fase externa/emulsdo primaria; e concentracao da solugdo de KCI na fase
interna), € um estudo sobre o efeito, no processo, da utilizacdo de uma fase membrana

reciclada.
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5. METODOLOGIA

A metodologia empregada para a realizagdo do trabalho experimental foi dividida em
quatro etapas principais:

- a primeira etapa refere-se a definicdo dos constituintes do sistema de extragdao e das
variaveis operacionais a serem investigadas;

- a segunda corresponde a realizagdo de ensaios descontinuos de emulsificagdo, que teve
o intuito de avaliar o efeito do modificador, do extratante e do surfatante no tempo para
coalescéncia das fases;

- a terceira etapa consistiu na realizagdo de ensaios descontinuos de permeagao,
utilizando, como fase externa, uma solugdo sintética contendo apenas o aminoacido
fenilalanina. Nessa etapa, foram avaliados alguns parametros considerados relevantes
para o sistema Phe-Adogen 464, em questdo, de modo a se obter elevadas extragdes de
fenilalanina associadas a uma alta estabilidade da membrana (vide item 5.1);

- a quarta etapa constituiu-se de ensaios descontinuos de permeagdo, a partir também de
solucdes sintéticas de fenilalanina, com membranas recicladas, a fim de se avaliar sua

estabilidade e capacidade extrativa.

5.1. Definicdo do Sistema de Extracdo e das Variaveis Operacionais

A defini¢do dos constituintes do sistema de extracdo foi baseada em dados da literatura
(THIEN, 1988; THIEN et al., 1988; HONG & YANG, 1994; ¢ JUANG & WANG,
2002) e em estudo preliminar realizado anteriormente (ANDRADE et al., 2003).

A primeira escolha realizada foi a dos constituintes das fases membrana e interna, a
serem utilizadas para dar inicio a etapa 2 deste trabalho (ensaios de emulsificacdo).
Conforme ja descrito, a fase membrana ¢ constituida por um surfatante, um extratante,
um diluente e, em alguns casos, um modificador. A escolha do surfatante esta
relacionada a viscosidade, capacidade de estabiliza¢do do sistema de extragdo e, no caso
do sistema A/O/A, ao carreamento de agua que pode ocorrer em virtude da hidratagdo
do surfatante na interface externa (fase membrana-fase externa). Os surfatantes

utilizados na estabilizagdo de emulsdes do tipo A/O/A sdo, em geral, os que apresentam
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HBL entre 3 e 8, destacando-se entre eles, o Span 80, um monooleato sorbitan, e 0 ECA
4360, uma poliamina (SALUM, 1998). Dos artigos revisados relativos a extracdo de
Phe, alguns utilizam o Span 80 (JUANG & WANG, 2002; KINUGASA et al., 1992; LI
& SHI, 1993; WAN & ZHANG, 2002), e outros o ECA 4360 (HONG & YANG, 1994;
PICKERING & CHAUDHURI, 1997; THIEN, 1988), como surfatante. No presente
trabalho, optou-se pelo uso do surfatante nao-idnico ECA 4360. Isto porque o Span 80,
apesar de muito empregado, promove um significativo transporte de dgua para a fase
interna, prejudicando a extragdo (WAN & ZHANG, 2002). Ja o ECA 4360, além de
apresentar resultados satisfatorios em termos da estabilidade da membrana, nao
promove um transporte de 4gua para a fase interna tdo acentuado quanto o Span 80

(KONZEN, 2000).

A escolha do extratante esta relacionada a seletividade, a solubilidade do complexo na
fase membrana e ao tipo de mecanismo de complexagdo com o soluto a ser extraido. No
trabalho realizado por Thien et al. (1988), foi utilizado como extratante uma amina
quaternaria, o Aliquat 336 (cloreto de trioctil metil amoénio), e seus resultados
mostraram-se promissores para a extracdo de fenilalanina pela técnica MLS. Trabalhos
mais recentes (HONG & YANG, 1994; JUANG & WANG, 2002; TULASI &
KUMAR, 1999) mostram que o D2EHPA (4dcido di-2-etilhexil fosforico) tem se
apresentado como Otimo extratante para a extracdo de aminoacidos por apresentar
estabilidade quimica, grande habilidade de complexacdo, solubilidade extremamente
baixa em solu¢des aquosas acidas e grande disponibilidade comercial. A comparagado
entre os trabalhos realizados com o extratante D2EHPA e Aliquat 336 mostraram que o
sistema com o D2EHPA apresentou-se mais eficiente na separacdo de fenilalanina,
porém foi necessario um maior numero de estagios para promover o grau de separacao
desejado. Em vista disso, no presente trabalho, optou-se pela utilizagdo de uma amina
quaternaria como extratante, o Adogen 464 (cloreto de metil-trialquil amonio), para que
novos dados de comparacao pudessem ser obtidos. Além disso, este trabalho se insere
dentro de uma linha de pesquisa do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais e, conforme ja dito, um outro estudo, utilizando
o D2EHPA como extratante, esta sendo realizado pelo mesmo grupo de pesquisa, de

modo a permitir um estudo comparativo entre os dois extratantes.
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O diluente utilizado, constituinte necessario para solubilizar o extratante e o surfatante
na fase membrana, foi o Escaid 110, um hidrocarboneto alifatico de baixa polaridade.
Segundo Kinugasa et al. (1992), hidrocarbonetos alifaticos fornecem membranas mais
estaveis a acdo de forgas mecanicas do que hidrocarbonetos aromaticos, provavelmente
devido a menor viscosidade apresentada por esses ultimos. Além disso, a baixa
polaridade do diluente ndo favorece a permeacdo de agua através da fase membrana,

efeito indesejavel no processo MLS.

O agente modificador adotado, o alcool 1-decanol, foi adicionado com o intuito de
melhorar a solubilizagdo do sistema, uma vez que, sabe-se da literatura (SHIMIDT,
1971) que uma amina quaterndria, como ¢ o caso do Adogen 464, tem problemas de

solubilidade em um solvente de baixa polaridade como o Escaid 110.

Na escolha dos reagentes da fase membrana foi avaliado, além dos aspectos acima
discutidos, a toxicidade desses reagentes, uma vez que o produto a ser obtido sera
utilizado como fonte alimentar. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2005), onde se encontra a legislagcdo sobre os produtos alimenticios
e farmacéuticos, ndo ha nenhum impedimento para a utilizagdo dos reagentes Adogen
464, Escaid 110 e I-decanol para a extracdo de fenilalanina do hidrolisado protéico.
Com relagdo ao surfatante, ECA 4360, nenhuma referéncia especifica foi encontrada.
Sabe-se, entretanto, que poliaminas apresentam baixa solubilidade em agua. Esse fato,
aliado aos trabalhos realizados por Hong & Yang (1994), Pickering & Chaudhuri (1997)
e Thien (1988), que estudaram a extragdo de fenilalanina pela técnica MLS utilizando

poliamina como surfatante, levaram a escolha desse reagente.

Como fase interna foi utilizada uma solugdo de KCI para manter a for¢a-motriz do
processo. Essa escolha foi embasada nos resultados obtidos por Thien et al. (1988) e
Thien (1988), que utilizaram em seus estudos uma concentracdo de KCl de 2 mol/L.
Nos ensaios de permeagdo realizados neste trabalho (etapa 3), contudo, essa
concentragdo foi um parametro avaliado e a determinagdo do seu valor para os ensaios
subseqiientes estava associada a elevadas taxas de extracdo e a um baixo inchamento da

fase interna.
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Para as etapas 3 e 4 deste trabalho (ensaios de permeacao a partir de solugdo sintética de
fenilalanina), era necessario definir a concentragao de fenilalanina na fase externa a ser
utilizada nos ensaios. Optou-se por solugdes contendo 2,0 g/L. dessa substancia,
concentragdo aproximada de Phe em uma solugdo de leite em p6 destinada a consumo

alimenticio, conforme calculos apresentados no Anexo Al desse trabalho.

O pH ¢ uma varidvel de extrema importancia no processo MLS, por afetar tanto a
reacdo de extragdo do soluto na interface externa da membrana quanto a de reextragdo

do mesmo na interface interna.

Nas etapas de permeacdo e de reciclagem da fase membrana (etapas 3 e 4,
respectivamente), o pH da fase externa foi ajustado em 9,5 com Na,CO; (7,1% m/m),
pois as moléculas de aminoacido, em pH superior a 10, sofrem processo de racemizacao
e, conforme explicado no item 3.1, apenas os L-aminodcidos compdem as proteinas.
Em pH inferior a 10, insignificante racemizagdo ocorre, exceto para a serina e o acido
aspartico. Adicionalmente, em valores de pH elevados, hé prejuizos para a solu¢dao do
ponto de vista nutricional devido a destruigdo progressiva de varios aminoacidos (Cis,

Arg, Ter e Ser) e a formagdo de compostos indesejaveis (ARAUJO, 1995).

Existe, também, um limite inferior para o pH da fase externa. Esse pH deve ser basico, a
fim de que a fenilalanina, presente na fase externa, esteja preferencialmente na forma
anionica para se complexar com o extratante, uma amina quaternaria, e, assim, poder ser
transportada através da fase membrana em direcdo a fase interna. Conforme descrito no
item 3.1 deste trabalho, moléculas de fenilalanina, em pH igual a 9,13, encontram-se nas

formas anionica e isoelétrica, em iguais proporgoes:

"NH;CHRCOO™ = NH,CHRCOO

Durante o processo de extragdo, a concentracdo da espécie anionica diminui na fase
externa. Essa queda de concentragdo desloca a reagdo para a direita, no sentido de
formar mais moléculas de fenilalanina na forma anidnica, ou seja, formar mais

moléculas capazes de se complexar com o extratante.
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De modo a permitir que o extratante Adogen 464 libere a fenilalanina na sua forma
anidnica para o interior da fase interna, ¢ necessario que o pH da fase interna também
seja basico. Dessa forma, nos ensaios de permeagao (etapas 3 e 4), o pH da fase interna
foi ajustado em 9,5 com Li,CO; (0,694 g/L). A escolha desse sal para o ajuste do pH da
fase interna visava a quantificagdo da extensao de quebra da membrana (etapa 3), uma
vez que o litio ¢ um elemento facilmente detectavel por espectrofotometria de absor¢ao
atdmica e a sua presenca na fase externa, apos a etapa de permeacao, indica a existéncia
de quebra da membrana, conforme explicado no item 4.4.1. Nos ensaios de
emulsificagdo (etapa 2), o pH da fase interna foi também ajustado em 9,5 com Li,COs3
(0,694 g/L), para padronizagdo dos experimentos. Ressalta-se que, devido a problemas
nas determinacdes de litio, foi avaliada a extensdo da quebra apenas no estudo da

influéncia da velocidade de agitagdo na etapa de permeacao.

O sistema adotado nos ensaios descontinuos de emulsificacdo e permeagdo (emulsdo

multipla A/O/A) ¢é apresentado na TABELA V.1.

TABELA V.1- Sistema de extrac¢ao utilizado nos ensaios realizados.

Fases Composicao

Solugao de fenilalanina

Externa Solugdo de Na,COs

ECA 4360 (surfatante)
Adogen 464 (extratante)
Escaid 110 (diluente)
I-decanol (modificador)

Membrana

Solugao de KC1

Interna Solugdo de Li,CO;

Com base na literatura revisada (HONG & YANG, 1994; JUANG & WANG, 2002;
SALUM, 1998; THIEN et al., 1988) e em estudos preliminares realizados por Andrade
et al. (2003), foi feito um levantamento das variaveis que podiam afetar o sistema em

questao.



73

Sao elas:

+ velocidade de agitacdo na emulsificagdo;

+ tempo de agitacdo na emulsificacgao;

+ razdo volumétrica fase membrana / fase interna.
+ concentragao de surfatante;

+ concentragao de extratante;

+ concentragdo de modificador;

+ concentragdo inicial do soluto na fase externa;

+ tempo de contato na etapa de permeacao;

+ velocidade de agitacdo na permeacao;

+ diferenga de forca idnica entre as fase externa e interna;
+ temperatura;

+ pH da fase externa;

+ razdo volumétrica fase externa / emulsdo primadria;

Neste trabalho, na etapa de emulsificacdo, foram avaliados os seguintes pardmetros, de
modo a se determinar sua influéncia no tempo de quebra da emulsao primaria:

+ concentragao de extratante;

+ concentragdo de surfatante;

+ concentragdo de modificador.

Os ensaios de emulsificagdo visam determinar condi¢des que levem a uma emulsdo
suficientemente estavel para a etapa de permeagdo, mas ndo tdo estavel a ponto de

necessitar de tempos muito elevados para a desemulsificagao.

Na etapa de permeacgdo, foram reavaliados os parametros concentracdo de surfatante e
de extratante, uma vez que eles afetam sensivelmente a estabilidade da emulsdo
primaria e a permeacao de espécies através da membrana, respectivamente. Além disso,
foram também avaliadas, de forma a se estabelecer condigdes de operagdo que levem a
uma significativa porcentagem de extragdo do soluto, aliada a um baixo inchamento da

fase interna e a uma baixa quebra da membrana, as seguintes variaveis:
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+ tempo de permeacao;

+ velocidade de agitacdo;

+ razdo volumétrica fase membrana/fase interna;

+ razdo volumétrica fase externa/emulsdo primaria;

+ concentragao da solu¢ao de KCl na fase interna.

E, por fim, foi avaliada a reologia da fase membrana em fun¢do da sua mudanca de
composi¢ao, para se determinar a influéncia da viscosidade na permeagdo do soluto

através da membrana.

A varidvel-resposta nos ensaios de emulsifica¢do foi apenas o tempo para coalescéncia
e, nos ensaios de permeagdo, foram: porcentagem de extragdo de fenilalanina,
porcentagens de quebra e de inchamento da membrana e o indice de enriquecimento,

descritos pelas equagdes (5.1) a (5.4).

[(CPhe-V>in - (CPhe'V)ﬁn]
l(CPhe'V)in JFE

[(MPhe)in - (MPhe)ﬁn]

FE 100 =
l(MPhe)in JFE

% Extracao Phe =

E 100 (5.1

(M, )] [(CeV)y]
0 M = FE 100 = ¢ FE
% Quebra da Membrana (Mtr )in ; 00 (Ctr-V)in ; 00 (5.2)

(Vin B Vﬁn )FE 100

% Inchamento = (V )
in JFE

(5.3)

(Cone)rn b

fndice de Enriquecimento =
(CPhe)in FE

. 100 (5.4)

em que,
Mphe = massa de Phe (g);

M = massa de tragador,no caso, Li" ou K, (g);
Cpne = concentragao de Phe (g/L);

V = volume da fase(L).
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Os indices fin, in, FE ¢ FI referem-se as condigdes finais, as condigdes iniciais, a fase

externa e a fase interna, respectivamente.

E importante ressaltar, apesar de ndo ter sido o procedimento adotado neste trabalho,
que alguns autores calculam a porcentagem de inchamento com base na variagdao de

volume da fase interna, conforme indicado pela equagao (5.5).

% Inchamento= w .100 (5.5)
in JFI

5.2. Ensaios Descontinuos de Emulsificacéo

Inicialmente, a fase membrana foi preparada misturando-se o extratante Adogen 464, o
surfatante ECA 4360, o diluente Escaid 110 e o modificador 1-decanol. Apds o preparo,
a fase membrana foi transferida para um vaso de emulsificacdo, no caso, um
liquidificador, marca Walita modelo Firenze, com capacidade de 1,5 L. S6 entdo, a
agitacdo foi iniciada. Foi utilizada a velocidade correspondente a condig¢do
“panquecas/achocolatados” que equivale a 13.000 rpm. A medida dessa velocidade foi
feita utilizando-se um estroboscopio marca Phywe e um opthotacometro TO — 606
Takotron. Em seguida, acrescentou-se lentamente a fase interna. O volume minimo de
emulsdo a ser preparada para que o liquidificador promovesse uma agitacio homogénea
era de 200 mL, respeitando-se a propor¢do de volumes fase membrana/fase interna. A
contactacdo das fases para obtengdo da emulsdo primdria foi realizada, sob agita¢ao
vigorosa, € por um tempo pré-determinado, contado a partir do momento em que se
comecgava a adicionar a fase interna. As variaveis estudadas e as fixadas nessa etapa
(vide item 5.1) sdo mostradas na TABELA V.2, juntamente com os niveis em que foram
avaliadas ou estabelecidas. As condi¢des fixadas para os parametros velocidade e tempo

de agitagdo foram escolhidas de acordo com estudo realizado por Salum (1998).

Terminado o ensaio, a emulsdo primdria foi levada ao coalescedor eletrostatico para ser

quebrada e o tempo gasto na coalescéncia foi registrado para que essa variavel-resposta
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fosse analisada. Na FIGURA 5.1, estd representado um esquema ilustrativo do

coalescedor eletrostatico e suas partes principais.
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FIGURA 5.1 - Montagem do coalecedor eletrostatico (perspectiva em corte).

Fonte: KONZEN (2000).

O coalescedor ndo permanecia continuamente ligado, e sim por periodos de 5 minutos.
Apos cada periodo de tempo, o coalescedor era desligado e movimentos verticais suaves
eram realizados com a parte movel desse equipamento (vide FIGURA 5.1), objetivando
liberar as goticulas de fase interna aderidas a parede da proveta nele contida.
Observava-se se tinha ou ndo havido coalescéncia das fases membrana e interna. No
momento em que se verificava o término da coalescéncia, anotava-se o tempo gasto
para a separagdo dessas fases, descontando-se os periodos em que o coalescedor

permanecia desligado.

TABELA V.2- Parametros envolvidos nos ensaios de emulsificagcao e seus niveis.

Parametros investigados Niveis
Concentracao de extratante (% m/m) 2,0; 3,0; 5,0; 7,0
Concentracao de surfatante (% m/m) 0,5;1,0; 3,0; 5,0

Concentrag¢ao de modificador (% m/m) 0,0; 3,0; 5,0; 7,0
Parametros fixados Niveis
Velocidade de agitagao (rpm) 13.000
Tempo de agitacdo (min) 5
pH da fase interna 9,5
Concentracdao de KCl na fase interna (mol/L) 2

Temperatura Ambiente (em torno de 25° C)
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Na FIGURA 5.2, ¢ representada, de forma esquematica, a metodologia experimental

adotada nos ensaios de emulsificacao.

Fase Membrana Fase Interna
Adogen 464 Solugdo de KCI (2 mol/L)
ECA 4360 pH =9,5 (ajustado com Li,CO;)
Escaid 110
1-Decanol

Emulsificacdo

Emulsdo Priméaria

Desemulsificacéo

Fase membrana Fase interna

FIGURA 5.2 - Representacdo esquematica da metodologia adotada nos ensaios de

emulsificacao.

5.3. Ensaios Descontinuos de Permeacéo

Em um reator de acrilico, colocava-se a fase externa e, sob agitagdo moderada,
adicionava-se a emulsdo primdria, preparada conforme explicado no item 5.2. O tempo
de permeacao, contado a partir do término da adicdo da emulsdo priméaria a fase externa,
e a razdo dos volumes emulsdo multipla/fase externa variavam de acordo com o
experimento. O somatorio dos volumes da emulsdo multipla e da fase externa foi fixado

em 240 mL, determinado com base nas caracteristicas do reator e sistema de agitacao.

Os pardmetros estudados nessa etapa (vide item 5.1) estdo dispostos na TABELA V.3,

juntamente com os niveis em que foram avaliados.
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TABELA V.3- Parametros envolvidos nos ensaios de permeacao e seus niveis.

Parametros investigados Niveis
Concentracao de surfatante (% m/m) 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 7,0
Concentracao de extratante (% m/m) 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0

Razdo de volumes fase membrana / fase interna 1/1; 3/2; 2/1; 5/2; 3/1
Razao de volumes fase externa / emulsdo primdaria 1/1; 2/1; 3/1; 4/1
Tempo de permeag¢do (min) 1;2;3;5;10; 20; 30
Velocidade de agita¢do (rpm) 120; 180; 250; 320
Concentragao da solug¢dao de KCl na fase interna (mol/L) 0,5;1,0; 2,0; 3,0; 4,0
Parametros fixados Niveis
pH das fases interna e externa 9,5
Concentracdo de Phe na fase externa (g/L) 2,0
Temperatura Ambiente (em torno de 25° C)

Decorrido o tempo de permeacdo, a emulsdo multipla era transferida para um funil de
separacao de 500 mL, onde, por decantacdo, ocorria a separacdo da fase externa e
emulsdo primdria. O volume obtido de fase externa era medido e dele coletado uma
aliquota para determina¢do da concentracdo de fenilalanina remanescente e do tragador
litio, sendo este ultimo avaliado apenas nos ensaios da influéncia da velocidade de
agitacdo na permeacdo de Phe. A emulsdo primaria carregada era transferida para uma
proveta de 250 mL e inserida no coalescedor eletrostatico, onde era realizada a
desemulsificacdo dessa emulsdo. A freqiiéncia utilizada no coalescedor foi de 5 kHz, em
todos os ensaios, associada a uma voltagem de 1.700 V e a uma corrente da ordem de
miliampéres. Apos a quebra da emulsdo primaria, as fases eram transferidas para um
funil de separacdo de 250 mL para decantacdo, para posterior separacdo das fases
interna e membrana. O volume obtido de fase interna era medido e dele coletado uma
aliquota para determinacdo da fenilalanina extraida e, no caso da avaliacdo de quebra,

da concentracao de litio.

Nas FIGURAS 5.3 e 5.4, sdo mostradas, de forma esquematica, a etapa de permeacao e

a metodologia experimental adotada, respectivamente.
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Agitador mecénico

Aleta Hélice de vidro

Reator de acrilico

<«———  Entrada de dgua para
controle de temperatura

Suporte de metal

Emulsdo multipla

FIGURA 5.3 - Representacao esquematica da etapa de permeagao.

Fase Membrana
Fase Interna

‘%%)1262346%4 - Solu¢ao KC]
Escaid 110 pH=9.5 gjustado
1-Decanol com L12CO;
v
Emulsificacdo
Fase Externa
Solug¢do de fenilalanina 2,0 g/L
pH = 9,5 ajustado com Na>xCOs3
v
Permeacao
Decantacéo
Fase Externa Emulséo Primaria
(Empobrecida em Phe) ¢ (Enriquecida em Phe)
v
Desemulsificagdo
I
Fase Membrana Fase Interna
(para reciclo) (Enriquecida em Phe)

FIGURA 5.4 - Representacao esquematica da metodologia adotada nos ensaios de

permeagao.
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5.4. Ensaios Descontinuos de Permeacdo Utilizando Membranas

Recicladas

Os ensaios, nessa etapa, foram realizados a temperatura ambiente e seguiram a
metodologia descrita no item 5.3. Com as melhores condi¢des para extracdo de Phe,
determinadas nos estudos anteriores, foi realizado um ensaio completo de permeacao.
Ao final desse ensaio, foram realizados os calculos de % de extracdo, % de inchamento
e indice de enriquecimento, de acordo com as equacgdes (5.1), (5.3) e (5.4),
respectivamente. Esse ensaio foi, entdo, denominado ensaio padrio, pois os resultados
de extracdo obtidos para a membrana virgem utilizada foram depois comparados com a

membrana reciclada.

A fase membrana, ap6s a extragdo no ensaio padrao, foi, entdo, submetida a uma série
de permeacodes subseqiientes. Apos cada ensaio, era feita a substituicdo das fases externa
e interna por fases frescas, e efetuados os calculos de % de extracdo, % de inchamento e

indice de enriquecimento.

5.5. Reagentes Utilizados

Na preparagdo da fase externa, foram utilizados os seguintes reagentes:

+ fenilalanina (CoH;NO3), 98,5% pureza (Vetec);

+ carbonato de sodio, p.a. (Vetec Quimica Fina Ltda.).

Na preparagao da fase interna, os reagentes utilizados foram:
+ cloreto de potéssio p. a. (Labsynth);
+ carbonato de litio p. a., 99% de pureza (QM Quimica Moderna);

A fase membrana era constituida pelos reagentes:

+ poliamina ECA 4360 (Paramins), como surfatante, com densidade 0,9213 g/ mL,
viscosidade 89,4 cP (97,0 cSt), a 100 °C, contendo 2,13 % em massa de nitrogénio
(viscosidade da 4gua a 20 °C = 1,006 cP);
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¢+ Escaid 110 (Exxon Chemicals Ltda.), como diluente, uma mistura de
hidrocarbonetos alifaticos hidrogenados, com densidade (20/4° C) entre 0,786 e
0,815 g/mL e viscosidade (20/4° C) entre 1,10 a 1,63 cP (1,4 a 2,0 cSt);

+ extratante Adogen 464, cloreto de metil-trialquil amdnio, uma amina quaternaria
(Sherex Chemical Co.);

+ modificador 1-decanol, C;oH,,0O (Merck-Schuchardt).

Todos os reagentes foram utilizados sem nenhum pré-tratamento, na forma como

vieram de seus fabricantes.

5.6. Metodologia Analitica

+ As determinacgdes analiticas de fenilalanina, nas fases externa e interna, nas etapas 3
e 4, foram realizadas por espectrofotometria na regido do ultra-violeta (comprimento
de onda = 257,5 nm), em equipamento UV-Vis — Hitachi — Modelo U 2001 ¢ UV-
Vis — Cecil — Modelo CE2041;

+ As determinagdes analiticas de litio (tracador), também nas duas fases, na etapa 3,
foram realizadas por espectrofotometria de absor¢do atdmica em equipamento CG

AA 7000 SBC da CG Instrumentos Cientificos Ltda..
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Ensaios de emulsificacao

Os objetivos do estudo da emulsificacdo foram avaliar o efeito da concentracao de
extratante, surfatante e modificador sobre o tempo para coalescéncia da emulsdao
primaria, na tentativa de identificar o efeito de cada um desses parametros e determinar
niveis preliminares de concentracdo dos mesmos, que servissem de ponto de partida
para os ensaios de permeagao, mesmo sabendo que os niveis escolhidos, neste primeiro
momento, poderiam ser modificados ao longo do estudo de permeacdo. Isto porque os
parametros concentracdo de extratante e surfatante, na permeagdo, comprometem

sensivelmente a taxa de transferéncia de massa e a estabilidade da membrana.

Na FIGURA 6.1, ¢ mostrada a variagdo do tempo para coalescéncia em fun¢do da
concentracdo de extratante, para diferentes concentracdes de surfatante e modificador.
No ANEXO AIl (TABELA AIl.1), sdo apresentados todos os ensaios de emulsificacio
realizados, juntamente com os resultados obtidos para a varidvel-resposta analisada, o

tempo para coalescéncia.
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1% de ECA 4360; 5% 1-Decanol 5% de ECA 4360; 5% 1-Decanol

FIGURA 6.1 - Influéncia da concentragdao de extratante no tempo para coalescéncia das
fases membrana e interna, para diferentes concentragdes de surfatante e
de modificador.

(Condigdes: velocidade agitacdo = 13.000 rpm, tempo de agitagdo = 5

min, FM/FI = 3/1, temperatura ambiente).

Analisando-se a FIGURA 6.1, observa-se que, com o aumento da concentracdo de
extratante, hd um aumento do tempo para coalescéncia para todos os niveis de surfatante
e modificador. Porém, quando ha a adi¢do do modificador 1-decanol a fase membrana,
ha uma diminui¢do no tempo para coalescéncia em comparacao aos tempos obtidos nos
ensaios com membranas isentas desse componente.

Para explicar os resultados obtidos, ¢ necessario se discutir o comportamento do
extratante do tipo sal de amina quaterndria, como o Adogen 464, em um diluente

alifatico de baixa polaridade, como o Escaid 110.

Sais quaternarios de amonio apresentam certa polaridade, coexistindo as espécies

molecular e 16nica, com predominancia de uma ou outra em fungdo do pH de operacao.
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Por essa polaridade, esses sais encontram-se fortemente associados entre si em

solventes de baixa polaridade e em solventes com uma fraca capacidade de solvatagdo.

Segundo Shimidt (1971), a solubilidade de um sal quaternirio de amoénio estd
intimamente relacionada ao seu grau de associagdo, que ¢ determinado pela magnitude
relativa das energias de interagdo molécula do sal/molécula do sal e molécula do
sal/molécula do diluente. As forgas que atuam entre duas moléculas do sal favorecem a
sua associacado e as forcas que atuam entre a molécula e o meio (solvatagdo) evitam essa
associacdo. Tem-se que as forgas associadas entre duas moléculas do sal quaternario de

amonio podem ser representadas por:

A=2p"/31°KT) (6.1)

Na equagdo (6.1), u ¢ o momento de dipolo da molécula apolar, r a distancia entre as
moléculas, K a constante de Boltzmann, T a temperatura e A é a for¢ca entre duas
moléculas do sal. Tem-se que quanto maior pu ¢ quanto menor T, maior a for¢a de
associacdo entre as moléculas. E quanto menor o tamanho da molécula, decorrente de
um menor numero de grupos alquila ligado ao nitrogénio ou de um menor comprimento
da cadeia hidrocarbonica, ou de uma substituicdo de grupos alquila por grupos arila,
menor a distdncia entre as moléculas e, portanto, maior a for¢a de interacao entre elas.

Quanto a interagdo molécula do sal/diluente, que se contrapde a associacdo das
moléculas do sal quaternario de amonio, ela ¢ dependente da polaridade do diluente.
Tem-se que quanto maior a polaridade do diluente, maior o seu efeito de solvatagao

sobre o sal.

O sistema estudado, porém, nao ¢ composto apenas por uma fase organica. O sistema ¢
uma emulsdo, em que hd uma fase aquosa (fase interna) dispersa em uma fase organica
(fase membrana). Assim, o fato de a amina apresentar baixa solubilidade em diluente de
baixa polaridade e ser de natureza ambifilica faz com que ela migre para a interface fase
interna/fase membrana, onde a parte hidrofilica ¢ solivel em agua e a parte hidrofébica

solivel em compostos organicos. Este €, exatamente, o comportamento exibido por
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surfatantes, ou seja, eles apresentam afinidade com cada uma das fases e tém a

propriedade de migrar, adsorver e acumular na interface.

Devido a essas caracteristicas do sistema amina, ¢ comum o uso de pequenas
quantidades de aditivos que alteram a solubilidade mutua dos liquidos (extratante e
diluente), desde que ele seja soliivel em ambos. Nesse sentido, a solubilidade de sais de
amina em solventes ndo polares ou em diluentes de baixa solvatacdo pode ser
aumentada pela adi¢cdo de uma substancia que propicie a solvatacdo do sal de amina e
que seja prontamente soluvel em um diluente como, por exemplo, substancias com uma
porcdo polar e com uma porcao hidrocarbonica grande, como € o caso de alcoois de
cadeia longa (SHIMIDT, 1971; EVANGELISTA JR., 2002). Por preencher esses

requisitos, o 1-decanol foi o aditivo escolhido para este trabalho.

Com base no exposto acima, pode-se entdo, discutir com maiores detalhes os

comportamentos observados na FIGURA 6.1.

A partir da andlise de todas as curvas apresentadas na FIGURA 6.1, conclui-se que o
aumento da concentracdo de extratante aumenta o tempo para coalescéncia devido ao
papel semelhante ao do surfatante desempenhado pela amina quaternéria, Adogen 464.
Quando a amina desempenha esse papel, ela age em sinergia com o surfatante ECA
4360, aumentando ainda mais a estabilidade do sistema, e por conseqiliéncia, o tempo

para coalescéncia.

Ao se comparar as curvas 1% ECA 4360 com 0% 1-Decanol e 1% ECA 4360 com 5%
1-Decanol e as curvas 5% ECA 4360 com 0% 1-Decanol e 5% ECA 4360 com 5% 1-
Decanol, observa-se uma queda no tempo para coalescéncia com a adicdo do alcool.
Esse comportamento se deve, provavelmente, ao aumento da solubilidade do extratante
na fase organica, o que implica em uma menor concentragdo deste componente na

interface.

Comparando-se, agora, as curvas 1% ECA 4360 com 0% 1-Decanol e 5% ECA 4360

com 0% 1-Decanol verificou-se, ao contrario do que inicialmente se esperava, que
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quanto maior a concentragdo de surfatante, ECA 4360, menor o tempo para
coalescéncia. Esse efeito foi mais pronunciado até uma concentra¢dao de 5% m/m de
Adogen 464. A partir dai, os tempos de coalescéncia sdo muito proéximos. Uma das
possiveis explicacdes para esses resultados pode estar relacionada a um efeito
semelhante ao descrito na literatura para o alcool (SHIMIDT, 1971; EVANGELISTA
JR., 2002). Sendo o surfatante uma molécula de cariter ambifilico, ou seja, uma
molécula com uma parte polar e uma apolar, assim como o alcool, ele, apesar de ndo ter
sido adicionado ao sistema com essa finalidade, pode ter melhorado a solubilidade
mutua entre o extratante e o diluente. No entanto, a partir da concentracao de 5% m/m,
a concentracdo de surfatante torna-se insuficiente para melhorar a solubilidade entre
extratante ¢ diluente. Isto acarreta aumento da concentracao de extratante na interface e,
conseqlientemente, um aumento do tempo para coalescéncia, conforme explicado

anteriormente.

O mesmo efeito ndo foi observado para o par de curvas 1% ECA 4360 com 5% 1-
Decanol e 5% ECA 4360 com 5% 1-Decanol. Nesse caso, houve um aumento do tempo
para coalescéncia com o aumento da concentracdo do surfatante, que era o resultado
esperado. Atribui-se esse comportamento a presenca do alcool. Ele, ao desempenhar o
papel de melhorar a solubilidade mutua do extratante no diluente, permite que o

surfatante fique liberado para exercer o seu papel de estabilizacdo da membrana.

Na FIGURA 6.2, ¢ mostrada a variagdo do tempo para coalescéncia em fun¢do da
concentragdo de surfatante, para diferentes concentragdes de extratante e de

modificador.
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FIGURA 6.2 - Influéncia da concentra¢do de surfatante no tempo para coalescéncia das
fases membrana e interna, para diferentes concentragdes de extratante e
de modificador.

(Condigdes: velocidade agitagao = 13.000 rpm, tempo de agitacdo = 5

min, FM/FI = 3/1, temperatura ambiente).

Avaliando-se a FIGURA 6.2, observam-se duas tendéncias diferentes. Nas membranas
que ndo contém alcool, curvas 2% Adogen 464 com 0% 1-Decanol e 5% Adogen 464
com 0% I1-Decanol, hd uma reducdo no tempo para coalescéncia com o aumento da
concentragdo de surfatante. J4 nas membranas contendo alcool, curvas 2% Adogen 464
com 5% 1-Decanol e 5% Adogen 464 com 5% 1-Decanol, o aumento da concentragao

de ECA 4360 leva a um aumento do tempo para coalescéncia.

O efeito observado nas emulsdes primarias em que a fase membrana ndo contém alcool
pode ser explicado pelo comportamento do surfatante. Para uma mesma concentracao
de extratante, com o aumento da quantidade de surfatante, ocorre uma diminui¢ao da
estabilidade da membrana. Essa diminuicdo se deve, provavelmente, ao fato do

surfatante, por possuir carater ambifilico, poder contribuir para a melhoria da solvatagao
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do extratante no diluente, exercendo um efeito semelhante ao do alcool (agente
modificador), conforme j4 explicado, porém em menor intensidade. Dessa forma, com o
aumento da concentragdo de surfatante, haveria uma migracdo de parte do extratante e
parte do surfatante para o interior da emulsdo, implicando uma diminuicdo da
quantidade desses reagentes na interface e, conseqiientemente, menor estabilidade da
emulsdo e menor tempo para coalescéncia. Ainda, para esses ensaios sem adi¢do de
alcool, foi observado que, quanto maior a concentracdo de extratante para uma mesma
quantidade de surfatante, maior a estabilidade da emulsdo, pois a atua¢do do surfatante
na solvatagdo do extratante ¢ a mesma, mas sobrara mais extratante na interface para

contribuir para a estabilizagdao da emulsdo.

Nas membranas em que o alcool foi adicionado, o intuito era melhorar a solvatagdo do
Adogen 464 (amina quaternaria) no diluente alifatico, conforme explicado
anteriormente.  Conseqiientemente, com a adicdo do alcool, o surfatante fica,
comparativamente com os experimentos sem o dalcool, mais desimpedido para
desempenhar o seu papel na interface de conferir maior estabilidade a emulsdo. Desse
modo, aumentando a concentragdo de surfatante, para uma dada concentracdo de
extratante e de alcool, obtém-se uma membrana mais estavel e, portanto, aumenta-se o
tempo para coalescéncia da emulsdo. Observa-se, ainda, que, para uma mesma
concentragdo de surfatante e de alcool, h4 um aumento no tempo para coalescéncia com
o aumento da concentracdo de extratante. Provavelmente porque, em concentragdes
mais elevadas de extratante, uma propor¢cdo maior desse reagente, comparativamente
aos ensaios realizados em concentragdes mais baixas, deve encontrar-se na interface,

sendo um fator adicional para a estabilizacdo da emulsao.

Comparando-se, agora, os ensaios realizados, com e sem a adi¢do de alcool, com a
mesma concentragdo de extratante, referentes aos dois pares de curvas: 2% Adogen 464
com 0% 1-decanol e 2% Adogen 464 com 5% 1-decanol; 5% Adogen 464 com 0% 1-
decanol e 5% Adogen 464 com 5% 1-decanol, observa-se que, para um mesmo par, as
curvas sdo convergentes. Para um dado par de curvas, na auséncia de alcool, tem-se que
o tempo para coalescéncia ¢ maior que na presenga desse reagente. Isto se da,

provavelmente, porque, no primeiro caso, o surfatante estd presente na interface
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juntamente com o extratante, apesar de parte deles migrar para o interior da emulsao,
uma vez que o surfatante solvata parcialmente o extratante no diluente.
Comparativamente, a emulsdo na presenga de alcool apresenta uma menor estabilidade.
Nesse caso, apesar do surfatante estar em maior quantidade na interface, visto que o
alcool ¢ o responsavel pela solvatacdo do extratante, esse ultimo reagente deixa a
interface. Conseqiientemente, a emulsdo, ficard menos estavel. Com o aumento da
concentragdo de surfatante, nos ensaios com o alcool, uma quantidade cada vez maior
desse reagente vai sobrando na interface, aumentando a estabilidade da membrana. Em
contrapartida, nos ensaios sem o alcool, com o aumento da quantidade de surfatante, vai
havendo uma melhoria da solvatacdo do extratante no diluente, retirando-o cada vez
mais da interface e diminuindo a estabilidade da emulsdo. As curvas vao, entdo, se

aproximando, a medida que se aumenta a concentragdo de surfatante.

Na FIGURA 6.3, ¢ mostrada a variagdo do tempo para coalescéncia em fun¢do da
concentragdo de modificador, para diferentes concentragdes de extratante e de

surfatante.
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FIGURA 6.3 - Influéncia da concentragdo de modificador no tempo para coalescéncia
das fases membrana e interna, para diferentes concentragdes de
surfatante e de extratante.

(Condigdes: velocidade agitacdo = 13.000 rpm, tempo de agitacdo = 5
min, FM/FI = 3/1, temperatura ambiente).

Ao se comparar as curvas 1% ECA 4360 com 5% Adogen 464 e 5% ECA 4360 com 5%
Adogen 464 e as curvas 1% ECA 4360 com 2% Adogen 464 e¢ 5% ECA 4360 com 2%
Adogen 464, observa-se, primeiramente, que na auséncia de alcool (primeiro ponto das
curvas), o sistema que possui maior concentracdo de surfatante possui menor tempo
para coalescéncia. Conforme ja explicado, isto ocorre porque o surfatante, nessas
condigdes, pode estar desempenhando papel semelhante ao do modificador. Em
segundo lugar, observa-se que quando se adiciona alcool ao sistema (demais pontos das
curvas), membranas que possuem maior concentragdo de surfatante sdo mais estaveis.
Como o alcool tem a fungao de auxiliar na solvatacao do extratante no diluente, nessas
condigdes, o surfatante estard exercendo o seu principal papel, que ¢ o de atuar na

interface A/O, estabilizando-a.
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Observa-se, ainda, pela FIGURA 6.3, que, para todas as curvas, com excecao da curva
5% ECA 4360 com 2% Adogen 464, o tempo para coalescéncia da emulsdo primaria
diminui com o aumento da concentracao de 1-decanol, até uma concentracao de alcool
igual a 3% m/m, a partir da qual, para todas as curvas, ndo ha mais nenhuma variagao
no tempo para coalescéncia da emulsao. Como o alcool tem a propriedade de auxiliar a
solvatagdo do Adogen 464 no diluente Escaid 110, acredita-se que, na sua presenca, o
extratante migre mais facilmente da interface para o interior da emulsdo, deixando de
auxiliar o surfatante na estabilizacdo da interface, e diminuindo, assim, o tempo para
coalescéncia. Provavelmente, concentracdes de alcool iguais a 3% sejam suficientes
para permitir a solvatagdo do extratante no diluente. Com relagdo a curva 5% ECA 4360
com 2% Adogen 464, tem-se que a quantidade de surfatante em relacdo a quantidade de
extratante foi suficiente para permitir a solvatagdo do extratante no diluente e,

simultaneamente, estabilizar a interface O/A, mesmo na auséncia de alcool.

Em face do exposto, observa-se que a ordem de estabilidade das membranas, a partir de
uma concentracdo de dlcool de 3% ¢é: 5% ECA 4360 com 5% Adogen 464 > 5% ECA
4360 com 2% Adogen 464 > 1% ECA 4360 com 5% Adogen 464 > 1% ECA 4360 com
2% Adogen 464. Sistemas que possuem concentragdo de surfatante igual a 5% m/m sado
mais estdveis que sistemas que possuem apenas 1% m/m de surfatante, para as duas
concentragdes de extratante investigadas. Além disso, observa-se que, em sistemas com
mesma concentracdo de surfatante, quanto maior a concentragdo de extratante maior o
tempo para coalescéncia, pelos motivos explicados anteriormente (atua¢do do extratante

na estabilizacdo da interface).

Cinco ensaios descontinuos de emulsificagdo adicionais foram realizados para
confirmacdo dos papéis desempenhados pelo extratante, surfatante e alcool. Os

resultados obtidos encontram-se na TABELA VI.1.

Analisando-se, primeiramente, os dois experimentos iniciais realizados com fase
membrana com as mesmas composicdes de surfatante e dlcool, porém uma delas sem a
presenca de extratante, observa-se que o tempo para coalescéncia foi superior para a

membrana contendo Adogen 464 (ensaio 1). Esse resultado vem corroborar a explicagao
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anteriormente apresentada com relagdo ao papel desempenhado por esse extratante.
Acredita-se que essa amina quaternaria, por ser uma molécula ambifilica, também atue
na interface, juntamente com o surfatante ECA 4360, ajudando a estabilizar a emulsao,
conforme resultados mostrados anteriormente. Obviamente, a presenca do alcool leva a
uma melhor solvata¢do do extratante no diluente, mas acredita-se que, mesmo assim,
parte do Adogen 464 pode ficar na interface se a quantidade de alcool ndo for suficiente
para retira-lo de 14. Dessa forma, a membrana sem extratante serd comparativamente

menos estavel.

TABELA VI.1 - Resultados dos ensaios finais de emulsificagao *.

Experimento Yo m/m % m/m ¥o m/m s m/m Ic?arl?eggéegg
ECA 4360 Adogen 464 1_Decanol Escaid 110 (min)
1 2 2 3 93 15
2 2 0 3 95 12
3 2 0 0 98 23
4 0 2 3 95 2
5 0 2 0 98 Coalesc.parcial**

* Condigdes: velocidade agitacdo = 13.000 rpm, tempo de agitagdo = 5 min, FM/FI = 3/1, temperatura
ambiente.

**A emulsdo primaria ficou no coalescedor por um periodo de, aproximadamente, duas horas e meia.
Apos esse periodo, verificou-se que ndo houve coalescéncia total da emulsdo. Maiores detalhes, vide
explicacdo na seqiiéncia.

Comparando-se, agora, os experimentos 2 e 3 (sistemas sem extratante), observa-se que
a membrana que possui alcool tem uma menor estabilidade. O alcool de cadeia longa
tem a propriedade de melhorar a solvatacdo, no diluente, de espécies que possuem
carater ambifilico. No experimento 2, o Adogen 464 (extratante) ndo estd presente.
Como o surfatante ¢ uma molécula ambifilica, portanto, com caracteristicas semelhantes
as do extratante, acredita-se que ele também seja capaz de interagir com o alcool,
solvatando-se parcialmente na fase organica. Com menos surfatante na interface, ha

uma reducdo no tempo para coalescéncia da emulsdo primaria.

Assim, tendo em vista os trés primeiros experimentos, tem-se que o sistema mais

estavel ¢ o que ndo possui alcool nem extratante, apenas surfatante (experimento 3), ou
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seja, aquele em que todo o surfatante adicionado atua na interface, estabilizando a
emulsdo. Cabe, no entanto, ressaltar que, no processo MLS, ndo existe extracdo sem a
presencga de extratante, nem se evita a formacao de terceira fase sem a adi¢do de alcool.
Portanto, os ensaios apresentados na TABELA VI.1 foram feitos na tentativa de se
individualizar o efeito de cada um desses reagentes, para se compreender o seu impacto

na estabilizacdo da membrana.

No experimento 4, tem-se uma fase membrana composta apenas por extratante e pelo
alcool. Nesse ensaio, a emulsdo primdria obtida mostrou-se altamente instavel. Logo
apos a emulsificacdo, foi possivel perceber a coalescéncia parcial das fases, mesmo
antes de a emulsdo ser levada ao coalescedor. Observou-se que a emulsdo era quebrada
pelo campo elétrico em, aproximadamente, 2 minutos. O dlcool presente proporcionou a
solvatagdo do extratante no diluente, promovendo o deslocamento total ou parcial das
moléculas de extratante da interface fase aquosa / fase organica para o seio da fase
organica, reduzindo, assim, a a¢do do extratante na estabilizacdo da emulsdo. Ressalta-
se que, como o sistema, neste experimento, apresentou-se com uma instabilidade bem

elevada, o mais adequado seria denomina-lo de dispersdo em vez de emulsao.

Comparando-se o experimento 4 (extratante e dlcool) com o experimento 2 (surfatante e
alcool), observa-se que o tempo para coalescéncia € muito superior no ensaio 2, em que
a emulsdo apresenta uma certa estabilidade. Tem-se que a principal caracteristica do
surfatante ¢ migrar para a interface de duas fases de naturezas opostas, atuando na
mesma de modo a propiciar a redu¢do da tensdo interfacial e, assim possibilitando, caso
haja a contactacdo efetiva dessas fases em condi¢des adequadas, a formag¢ao de uma
emulsdo. No entanto, a presenca do alcool pode promover uma solvatacao parcial desse
reagente no diluente, mas que ocorre em menor extensdo do que para o extratante,
possivelmente devido ao tamanho da molécula de surfatante e do tipo de grupamentos

que a compoem.

No ultimo ensaio (experimento 5), a fase membrana era constituida somente do
extratante Adogen 464 (2% m/m) em Escaid 110. Foram realizados dois ensaios com
essa membrana, porém adotando procedimentos diferentes para a quebra da emulsdo.

No primeiro ensaio, foram contactadas as fases interna e membrana. Depois de formada
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a emulsdo primaria, ela era vertida para uma proveta, para que pudesse ser observada a
separacdo de fases de forma espontinea. No segundo ensaio, realizado nas mesmas
condigdes, a emulsdo formada também era colocada em uma proveta, mas esta era
levada ao coalescedor eletrostatico, registrando-se o tempo para coalescéncia das fases.

Os sistemas obtidos nos dois experimentos podem ser visualizados na FIGURA 6.4.

— Fase orginica Ernulsdo pritndria

— Adogen 464 —

Fase interna aquosa . Faseinterna aguosa

Fesultado observado Fesultado obzervada
1o pritneito ensaio no segunda ensaio
FIGURA 6.4 — Representagdo esquematica dos dois ensaios de quebra referentes ao

experimento 5.

Observou-se, no primeiro ensaio, que, apos aproximadamente 40 minutos, a emulsao
primdria coalescia completamente e que havia a formacdo de uma terceira fase
intermediaria, composta predominantemente por Adogen 464. Esse reagente, por ser
uma amina quaterndria, pode se apresentar na forma idnica e/ou molecular, o que faz
com que possua baixa solubilidade em diluente alifatico, favorecendo a formacao de
uma fase de densidade intermedidria. No segundo ensaio, nao foi observada a formacao
dessa fase intermediaria. Verificou-se que cerca de 90% da emulsdo formada se
quebrava apos 10 minutos no coalescedor eletrostatico e, mesmo deixando esse
equipamento ligado por mais duas horas seguidas, o restante da emulsdo ndo coalescia.
O volume de fase aquosa obtido apds a coalescéncia era menor que o volume inicial
dessa fase, indicando que a fase orgdnica ainda continha goticulas de fase aquosa. E
estas, visto a dificuldade para coalescerem, certamente eram bem pequenas, e
provavelmente foram formadas por uma reemulsificagdo provocada pelo proprio campo

elétrico. No coalescedor eletrostatico, a emulsdo primaria ficou sob a acdo de um campo
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elétrico de alta intensidade, de elevada voltagem e de elevada freqiiéncia. Essa condi¢ao
promove a vibragdo e a ruptura das goticulas aquosas que podem se dividir em goticulas
menores, ou seja, pode provocar uma reemulsificacio da emulsdo. Esse efeito ¢
favorecido, em detrimento da coalescéncia, pela baixa viscosidade da emulsdo priméaria
decorrente da pequena porcentagem de Adogen 464 ¢ da auséncia de surfatante. Este
ultimo, por suas caracteristicas, estabilizaria o sistema de forma mais efetiva evitando a
reemulsificacdo. O extratante, conforme ja visto, também atua na interface, mas sua
acdo ¢ mais acentuada, na presenga do surfatante, por um efeito sinérgico na
estabilizacao do sistema, sendo este efeito minimizado pela presenga do alcool na fase
organica, que, no sistema, tem a finalidade de retirar o extratante total ou parcialmente

da interface por melhorar sua solvatagdo no diluente.

6.2. Ensaios de Permeacéo

A realizacdo dessa etapa experimental teve como meta inicial determinar o efeito dos
parametros concentracdo de surfatante e extratante, razdo fase membrana/fase interna,
razdo fase externa/emulsdo primaria, tempo de permeacgdo, velocidade de agitacdo e
concentragdo de KCI sobre o sistema MLS e, a partir dos dados obtidos, definir o nivel

de operacgao mais apropriado para cada variavel.

6.2.1. Influéncia da concentracgédo de surfatante

O surfatante ¢ um reagente que afeta ndo sé a etapa de emulsificagdo (vide item 6.1),
como também a etapa de permeacdo. A escolha da concentracdo de surfatante influi
diretamente na extracdo de fenilalanina e na capacidade de concentracdo do processo,
por afetar a estabilidade e viscosidade do sistema MLS e o inchamento da fase interna
(vide item 4.2.1 e 4.2.2) (MIKUCKI, 1984; ROSEN, 1978; SANCTIS, 1999; SALUM,
1998).

Foram realizados cinco ensaios experimentais variando a concentragdo de ECA 4360 e,
conseqiientemente, a concentragdo de Escaid 110, a fim de analisar a influéncia da

concentracdo do surfatante ECA 4360 na extragdao de fenilalanina pelo processo MLS.
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O tempo de permeacdo (5 minutos) e a temperatura (ambiente) escolhidos para a
realizacdo desses ensaios basearam-se em estudos anteriores realizados com sistema
semelhante (ANDRADE et al., 2003). Mais a frente ¢ mostrada a influéncia do tempo
para o sistema em questdo. O mesmo procedimento foi adotado para as variaveis
concentracdo de extratante, razdo de volumes fase membrana/fase interna, razdo de
volumes fase externa/emulsdo primaria, concentragio de KCl na fase interna e

velocidade de agitagdo. A temperatura nao foi um parametro avaliado.

Na figura 6.5, encontram-se os resultados da influéncia da concentragdo de surfatante na
extragdo de fenilalanina presente inicialmente na fase externa e no inchamento da fase

interna.
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FIGURA 6.5 — Influéncia da concentracdo de surfatante ECA 4360, na presenca de
modificador, sobre a extragdo de fenilalanina da fase externa e sobre o
inchamento da fase interna.

(Condigdes: concentragdo de extratante = 1% m/m, concentragao de 1-
Decanol = 3% m/m, tempo de agitagdo = 5 min, velocidade agitacdo =
120 rpm, razao de volumes FM/FI = 3:1, razdo de volumes FE/emulsdo
priméaria = 2:1, concentragdo de KCI na FI = 2 M, temperatura

ambiente).

Pela analise da FIGURA 6.5, observa-se que, no intervalo de concentragdo investigado,

a extracdo de fenilalanina é praticamente constante, sofrendo uma leve influéncia da



97

concentracdo de surfatante, que resultou em um pequeno decréscimo na extragdo em
concentragdes mais elevadas. Este comportamento ja foi observado nos trabalhos

realizados por Mikucki (1984) e Salum (1998).

No trabalho realizado por Salum (1998), observou-se que, até¢ 3% v/v (= 3,5% m/m),
havia um aumento na extracdo do soluto com o aumento da concentragao de surfatante,
o que ndo foi observado no trabalho em questao, conforme pode ser visto pela FIGURA
6.5. Esse aumento inicial esperado pode ser atribuido, principalmente, a estabilidade da
membrana. Conforme explicado no item 4.2.1, quando dois liquidos puros sdo
misturados com o intuito de formar uma dispersdo, ha um aumento acentuado da area
interfacial entre eles, o que resulta em uma energia livre interfacial do sistema muito
mais elevada. Dessa forma, a condi¢do de energia interfacial minima ocorre com a
coalescéncia das goticulas da fase dispersa, ou seja, a emulsdo € instavel. A presenga de
um agente emulsificante promove a estabilizagdo dessa emulsdo pela diminui¢do da
tensdo interfacial e aumento da viscosidade da emulsdo. Apesar da presenga do
surfatante ser condi¢do necessaria para a estabilidade da emulsdo, a coalescéncia ocorre
até que a quantidade de surfatante seja capaz de estabilizar todas as goticulas da fase
interna. Com essa concentracdo de surfatante, a emulsdo atinge uma estabilidade
maxima, para as dadas condicoes de dispersdo. Além disso, a medida que se aumenta a
concentragdo desse reagente, ocorre a reducao do didmetro das goticulas de fase interna,
0 que acarreta um aumento da drea interfacial interna. Conseqiientemente, ¢ maior a
transferéncia de massa do soluto (Phe) para a fase interna. Mas, salienta-se que a partir
do momento em que se atinge essa estabilizagdo nao mais ocorre a reducao no tamanho

das goticulas de fase interna (SALUM, 1998).

No presente trabalho, ndo foi observado o aumento na extragdo de soluto com o
aumento da concentracao de surfatante discutido anteriormente, provavelmente porque,
na concentracao de 1% m/m de surfatante, a emulsao ja se apresentava estavel. Atribui-
se o deslocamento da regido de estabilidade para concentragdes de surfatante mais
baixas que as encontradas por Salum (1998) e outros pesquisadores (CARVALHO,
2006; KONZEN, 2000;) ao fato de o Adogen 464, por ser um extratante de dificil
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solvatacdo em diluente alifatico, ter uma tendéncia em migrar para a interface e atuar,

juntamente com o ECA 4360, na estabilidade da emulsdo.

Com relacdo ao efeito observado de diminuicdo do percentual de soluto extraido em
concentragdes mais elevadas de surfatante, pode-se dizer que ele ¢ decorrente do
aumento da resisténcia interfacial a reacdo quimica pela ocupacdo da interface pelo
surfatante, ¢ do aumento da viscosidade da membrana. Viscosidades mais elevadas
dificultam a dispersdo da emulsdo primaria na fase externa tornando os globulos de
emulsdo maiores, o que leva a uma reducdo na area interfacial externa. Além disso,
conforme discutido no item 4.2.2, a viscosidade da membrana pode reduzir as taxas de
extracdo de fenilalanina por afetar as taxas de difusividade, tanto do transportador
quanto do complexo soluto-transportador dentro da fase membrana, e por aumentar a
distancia média (maior espessura efetiva da fase membrana) através da qual o complexo
deve se difundir para alcancar as goticulas de fase externa (MIKUCKI, 1984). Na
FIGURA 6.6, ¢ mostrado o efeito da concentragdo de surfatante na viscosidade da fase
membrana para o sistema em estudo. Observa-se que, realmente, h4 um aumento da
viscosidade com o aumento da concentracdo de ECA 4360, conforme esperado, e que

esse aumento ¢ mais acentuado a partir de uma concentracdo de 3% m/m de surfatante.
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FIGURA 6.6 — Influéncia da concentracdo de surfatante ECA 4360, na presenca de
modificador, sobre a viscosidade da fase membrana.
(Condigdes: concentragdo de extratante = 1% m/m, concentragao de 1-

Decanol = 3% m/m, temperatura ambiente).

Na FIGURA 6.7, é mostrada novamente a influéncia da concentra¢do de surfatante na
% de inchamento da fase membrana, mas agora conjuntamente com o efeito no indice

de enriquecimento dessa fase.
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FIGURA 6.7 — Indice de enriquecimento de fenilalanina na fase interna e inchamento da
fase interna em funcdo da concentracao de surfatante ECA 4360, na
presenca de modificador.

(Condigdes: concentragdao de extratante = 1% m/m, concentragdo de 1-
Decanol = 3% m/m, tempo de agitacdo = 5 min, velocidade agitagdo =
120 rpm, razdo de volumes FM/FI = 3:1, razdo de volumes FE/emulsao
primaria = 2:1, concentracdo de KCI na FI = 2 M, temperatura

ambiente).

Com relacdo ao inchamento da fase interna, pode-se verificar, de acordo com a
FIGURA 6.7, que o aumento da concentragdo de surfatante leva a um aumento da
percentagem de inchamento, sendo que esse inchamento tem um aumento acentuado,
quando se passa de uma concentragdo de surfatante de 3 para 5% m/m, permanecendo
em um patamar elevado quando se trabalha com 7% m/m desse reagente, porém sem

uma variagado significativa de 5 para 7%.

Conforme explicado no item 4.4.1.1, o transporte de agua da fase externa aquosa para o
interior das goticulas, com o aumento da concentragdo de surfatante, pode ocorrer
devido a hidratacdo das moléculas desse reagente, ao arraste e emulsificagdo da fase
externa nos globulos de emulsdo (oclusdo da fase externa) e, em concentracdes mais
elevadas, ao transporte de agua auxiliado por micelas inversas de surfatante que

encapsulam as moléculas de 4gua (BART et al., 1992; SALUM, 1998; YAN & PAL,
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2001). No entanto, cabe ressaltar que esse efeito de transporte de dgua pelo surfatante
pode ser contrabalangado pelo aumento da viscosidade da fase membrana (vide
FIGURA 6.6), levando a relativa estabilidade observada nas concentragdes mais

elevadas de surfatante.

Na FIGURA 6.7, ¢ mostrada a curva do indice de enriquecimento da fenilalanina na
fase interna e do percentual de inchamento dessa fase em fun¢do da concentracdo de
surfatante. Observa-se que o comportamento do inchamento da fase interna reflete
diretamente no indice de enriquecimento da fase interna. O fendmeno osmotico leva a
diluigdo do soluto previamente concentrado na fase interna, provocando,
conseqiientemente, uma diminui¢do no indice de enriquecimento. A queda acentuada
observada no valor desse pardmetro, ao passar de concentracao de 3% para 5% m/m de

ECA 4360, ¢ decorrente do aumento na % de inchamento encontrado.

Com base no exposto, observa-se que a concentracao de surfatante igual a 1% poderia
ser a escolhida para dar seqiiéncia ao estudo proposto, pelo fato de que, nessa
concentragdo, o sistema parece ja possuir estabilidade suficiente para alcancar os
maiores niveis de extracdo, além da fase membrana ser menos viscosa e os resultados
mostrarem um menor inchamento e um maior indice de enriquecimento da fase interna.
No entanto, nesse momento do trabalho, os pardmetros razdo fase membrana/fase
interna e razao fase externa/emulsdo primaria ainda ndo haviam sido avaliados. E sabe-
se que, no sistema MLS, ¢ desejavel que se trabalhe com elevadas razdes de fase para se
obter concentragdes mais elevadas de soluto na fase interna e para se tratar maiores
volumes de licor com menores quantidades de fase organica. Como concentragdes
muito baixas de surfatante associadas a elevadas relagdoes de fase podem levar a
membranas muito finas, portanto, de baixa estabilidade, acreditava-se que a utilizagao
da concentra¢do de surfatante de 2% m/m para realizagdo dos ensaios subseqiientes
seria mais adequada. No entanto, decidiu-se avaliar a influéncia da concentracdo de
extratante, proxima variavel investigada, ndo s6 para essa concentragdo de ECA 4360
como também para a concentragdo de 1% m/m, em virtude da influéncia conjunta que
essas duas varidveis poderiam apresentar no percentual de extracdo da Phe inicialmente

presente na fase externa.
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6.2.2. Influéncia da concentragdo de extratante

O extratante, conforme explicado no item 4.2.2, € o reagente responsavel pelo transporte
da fenilalanina da fase externa para a fase interna. O efeito da concentracdo de
extratante sobre a extra¢do de fenilalanina presente na fase externa, utilizando-se 1 e 2%

m/m de ECA 4360, ¢ apresentado na FIGURA 6.8.
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FIGURA 6.8 — Influéncia da concentracao de Adogen 464, na presenga de modificador,
sobre a extracdo de fenilalanina da fase externa para concentragdes de
surfatante iguais a 1 e 2 % m/m.
(Condigdes: concentragao de 1-Decanol = 3% m/m, tempo de agitacao =
5 min, velocidade agitagdo = 120 rpm, razao de volumes FM/FI = 3:1,
razdo de volumes FE/emulsdo primaria = 2:1, concentragdo de KCl na

FI =2 M, temperatura ambiente).

Pela anélise da FIGURA 6.8, observa-se que o comportamento apresentado pelas curvas
de extracdo de fenilalanina, para 1 e 2% m/m de ECA 4360, ¢ muito semelhante.
Encontram-se em torno de 60% para concentragdes de extratante iguais a 1 e 2% m/m,

decrescendo ligeiramente, a partir dai, com o aumento da concentragdo de extratante.

A relagdo entre a eficiéncia de extragdo ¢ a concentracao de extratante na membrana

reside no fato da cinética da rea¢do que ocorre entre o soluto e o transportador, nas
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interfaces da membrana, ser influenciada pela disponibilidade de transportador na fase
organica. Como a etapa controladora do processo MLS ¢, normalmente, a difusdo do
complexo na membrana, o efeito da cinética de extracdo sobre a eficiéncia de separagdo
sO se torna evidente quando ndo ha quantidade suficiente de extratante na interface fase
externa/fase membrana para promover a retirada de soluto dessa fase, e o
prosseguimento da reagdo passa a ser dependente do retorno do transportador
(extratante) para essa interface. Dessa forma, a cinética da reacdo e, conseqiientemente,
a extragdo sdo favorecidas pelo aumento da concentracdo do transportador somente
enquanto a quantidade de extratante na interface fase externa/fase membrana for
insuficiente para efetuar a complexagcdo do soluto presente na fase externa. E essa
situacdo nao foi verificada nas condi¢des estudadas. Pela FIGURA 6.8, observa-se que
os maiores niveis de extracdo ja foram alcangados para a concentracdo de extratante de
1% m/m, certamente porque o soluto encontra-se em baixa concentrag¢do na fase externa

2 g/L).

Com relagcdo ao ligeiro decréscimo apresentado nas taxas de extracdo, a partir da
concentragdo de extratante igual a 2-3%, pode-se dizer que o0 mesmo esteja associado ao
proprio mecanismo de permeag¢do do soluto. O Adogen 464, presente na fase
membrana, difunde-se através dessa fase, em dire¢do a interface fase externa/fase
membrana, para reagir com o ion Phe, formando, nessa interface, o complexo
aminoacido-extratante, conforme explicado no item 4.3. No momento em que essa
interface se satura de extratante, a adicdo de mais reagente ndo propicia um aumento na
percentagem de extracdo. Sabe-se, entretanto, que ela leva a um aumento da viscosidade
da fase membrana, o que prejudica a extracdo por afetar a dispersdo da emulsdo
primaria na fase externa, tornando os glébulos de emulsdo maiores. Além disso, as taxas
de difusdao do transportador ¢ do complexo soluto-transportador dentro da fase
membrana ficam comprometidas, € hd um aumento da distdncia média (maior espessura
efetiva da fase membrana) através da qual o complexo deve se difundir para alcancgar as
goticulas de fase externa (conforme ja discutido nos resultados obtidos pela influéncia

da concentracao de surfatante) (MIKUCKI, 1984).
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Na FIGURA 6.9, é mostrado o efeito da concentracao de extratante na viscosidade da
fase membrana, para uma concentragdo de surfatante igual a 1 e 2% m/m. Observa-se
que, conforme esperado, hd& um aumento da viscosidade com o aumento da
concentragdo de Adogen 464, sendo as viscosidades para 2% m/m de ECA 4360 muito
proximas as de 1% m/m, sendo ligeiramente superiores. Correlacionando os dados de
viscosidade com os percentuais de extracdo para diferentes concentragdes de extratante,
verifica-se que o aumento da viscosidade leva a uma diminui¢do do percentual de
extragdo pelos motivos discutidos anteriormente. Cabe, ainda, ressaltar que, em virtude
desse aumento de viscosidade ndo ser elevado, a diminui¢ao no percentual de extragao
com o aumento do percentual de Adogen 464 ¢ pouco significativo. Observa-se também
que a pequena diferenca existente entre os valores de viscosidade observados para as
concentragdes de surfatante ndo se traduziram em diferencas significativas para os

percentuais de extracao.
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FIGURA 6.9 — Influéncia da concentracdo do extratante Adogen 464, na presenca de
modificador, sobre a viscosidade da fase membrana, para uma
concentragdo de surfatante igual a 1 e 2% m/m.
(Condigdes: concentragdo de 1-Decanol = 3% m/m, temperatura

ambiente).
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O efeito da concentragdao de extratante sobre o inchamento da fase interna ¢ o indice de
enriquecimento dessa fase, utilizando-se 1 e 2% m/m de ECA 4360, ¢ apresentado nas

FIGURAS 6.10 e 6.11, respectivamente.
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FIGURA 6.10 — Influéncia da concentragio de Adogen 464, na presenca de
modificador, sobre a porcentagem de inchamento da fase interna
para concentragdes de surfatante iguais a 1 e 2 % m/m.
(Condigdes: concentragdo de 1-Decanol = 3% m/m, razdo de
volumes FM/FI = 3:1, razdo de volumes FE/emulsdo primaria =
2:1, tempo de agitagdo = 5 min, velocidade agitacdo = 120 rpm,

concentragdo de KCl na FI =2 M, temperatura ambiente).

No que concerne ao inchamento (FIGURA 6.10), observa-se que este cresce com o
aumento da concentracdo de extratante, mas ndo substancialmente. Esse comportamento
ja era esperado. Sendo o extratante uma molécula ambifilica, quando presente em maior
quantidade, passa a carregar, além do soluto, 4gua da fase externa para a fase interna,
acarretando, dessa forma, em um aumento do inchamento da membrana (SALUM,
1998; YAN &PAL, 2001). No entanto, esse efeito de transporte de dgua pelo extratante,
assim como para elevadas concentragdes de surfatante, pode ser contrabalangado total

ou parcialmente pelo aumento da viscosidade da fase membrana (vide FIGURA 6.9).
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Observa-se, ainda, que a curva com concentracdo de surfatante igual a 2% apresentou
inchamento um pouco superior a curva com 1 % de ECA 4360. Conforme explicado no
item 6.2.1, o surfatante favorece a osmose pela hidratagao das moléculas desse reagente,
pelo encapsulamento de fase externa pelos globulos de emulsdo, podendo até, em
concentragdes mais elevadas de surfatante, promover o transporte de agua por micelas

inversas de surfatante (BART et al., 1992; SALUM, 1998; YAN & PAL, 2001).

E valido ressaltar que, na curva em que a fase membrana é composta por 1% m/m de
surfatante, ha pontos que apresentam comportamento discrepante do esperado, devido,
possivelmente, a erros experimentais, uma vez que o percentual de inchamento ¢
afetado por pequenas variagdes na leitura dos volumes finais de fase externa. Nesse
caso, optou-se por tragar uma curva de tendéncia, que representa um valor médio da
distribuicao desses pontos, indicado pela linha pontilhada na FIGURA 6.10. Essa curva
indica que a porcentagem de inchamento aumenta com a concentracdo de surfatante e

que este percentual ¢ inferior a curva com 2% m/m de ECA 4360.

Com relagdo ao indice de enriquecimento apresentado na FIGURA 6.11, observa-se que
ele diminui, para ambas as curvas, com o aumento da concentragdo de extratante. Essa
queda esta relacionada, conforme explicado no item 6.2.1, ao fendmeno osmotico, que
leva a diluicdo do soluto previamente concentrado na fase interna, provocando,
conseqiientemente, uma diminui¢cdo no indice de enriquecimento. Além disso, observa-
se que o indice de enriquecimento apresentado pelo experimento que contém 1 % m/m
de ECA 4360 ¢ superior, em todos os niveis de extratante, ao experimento com 2% m/m
de surfatante. Isto era esperado uma vez que o inchamento influencia, de maneira

inversa, o indice de enriquecimento.
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FIGURA 6.11 — Influéncia da concentracio de Adogen 464, na presenca de
modificador, sobre o indice de enriquecimento para concentragdes
de surfatante iguais a 1 e 2 % m/m.
(Condigdes: concentragdo de 1-Decanol = 3% m/m, tempo de
agitacdo = 5 min, velocidade agitacdo = 120 rpm, razao de volumes
FM/FI = 3:1, razdo de volumes FE/emulsdo primaria = 2:1,

concentragcdo de KCl na FI =2 M, temperatura ambiente).

Com base no exposto, observa-se que a melhor concentracdo de Adogen 464, em termos
de percentagem de extracdo, viscosidade da fase membrana, percentual de inchamento e
indice de enriquecimento da fase interna ¢ a de 1% m/m. No entanto, mais uma vez por
causa da interrelagdo de varidveis, os ensaios subseqiientes (efeito da razdo de volumes
fase membrana/fase interna, da razao de volumes fase externa/emulsao) serao realizados

para as concentracdes de Adogen 464 de 1 e 2% m/m.

Com relagdo a concentracdo de surfatante, a Unica variavel-resposta que mostrou
variagdo significativa foi o indice de enriquecimento, sendo menor para a concentragao
de surfatante de 2% m/m. No entanto, como o foco do trabalho ¢ a obtencdo de uma
fase externa isenta de fenilalanina, e como outros parametros a serem investigados na
seqliéncia dependem do uso de uma membrana mais estavel, conforme explicado

anteriormente, optou-se pela utilizagdo de uma concentragao de 2% m/m de surfatante.
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Adicione-se a isto que a analise da fase interna, feita por espectrofotometria de UV-
visivel, leva a um erro maior em concentragdes mais elevadas de soluto, em virtude das
dilui¢cdes necessarias, além de ter sido observado que leituras realizadas em momentos
diferentes apresentavam alguma discrepancia. Portanto, a analise dos dados com base
no indice de enriquecimento serve apenas como um parametro de comparagdao, nao

sendo aconselhével a utilizacdo dos valores absolutos para efeito de analise.

6.2.3. Influéncia do tempo de permeacéao

Outra varidvel importante na extragdo de soluto pelo processo MLS ¢ o tempo de
permeacgao. Conforme ja dito, para todos os ensaios realizados anteriormente, o tempo
de permeacdo, com base em estudos anteriores realizados com sistema semelhante, foi
fixado em 5 minutos (ANDRADE et al., 2003). Nesta etapa do trabalho, o tempo de
permeacgdo foi avaliado para 2% de ECA 4360, 2% de Adogen 464, temperatura
ambiente, relagdo FM/FI = 2:1 e relagdo FE/EP = 3:1, [KCl]g = 2,0 M, para uma
velocidade de agitagdo de 120 rpm. Na FIGURA 6.12, sdo apresentadas a variagdo da
concentragdo final de fenilalanina na fase externa e a percentagem de extracdo de

fenilalanina presente inicialmente na fase externa em fungao do tempo de permeagao.
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FIGURA 6.12 — Influéncia do tempo de permeagdo na concentragdo final de fenilalanina
na fase externa e na extracdo de fenilalanina inicialmente presente na
fase externa.

(Condigdes: concentracao de surfatante = 2% m/m, concentracao de
extratante = 2% m/m, concentragdo de 1-Decanol = 3% m/m,
velocidade agitagao = 120 rpm, razdo de volumes FM/FI = 2:1, razdo
de volumes FE/emulsdo primaria = 3:1, concentracdo de KCl na FI =

2 mol/L, temperatura ambiente).

Pela FIGURA 6.12, observa-se que a percentagem de extracdo de fenilalanina
permanece praticamente constante com o aumento do tempo de permeagdo, na faixa
investigada, o que corresponde a uma elevadissima taxa de extragdo nos primeiros 2
minutos, a partir dos quais ndo ocorre mais extragdo do soluto. No entanto, o nivel
selecionado para essa variavel foi 5 minutos, por se considerar que este seja um tempo
minimo para que o sistema entre em regime, ou seja, para que se obtenham globulos de

diametro uniforme.

THIEN et al. (1988) verificaram que, para uma fase externa com concentragao inicial de
fenilalanina de 11,5 g/L, a taxa de extragdo do soluto era acentuada nos primeiros

minutos de permeac¢do, diminuindo até atingir a estabilizag¢do, sendo essas taxas iniciais



110

maiores para concentracoes mais elevadas de extratante e concentracdes mais elevadas

de cloreto (vide FIGURA 4.10 ¢ 4.12).

No presente estudo, a influéncia do tempo de permeagao para as condigdes estudadas
ndo se mostrou significativa na faixa investigada para esse parametro (de 2 a 25
minutos), diferentemente do que foi observado por THIEN et al. (1988), certamente
devido a baixa concentracdo inicial de fenilalanina na fase externa utilizada (2,0 g/L)
em comparagdo a concentragdo utilizada por Thien e colaboradores (11,5 g/L). Essa
baixa concentragdo faz com que sejam necessarios tempos menores para realizar a
extragcdo, para uma dada concentragdo de extratante, uma vez que ndo sao necessarios
tantos ciclos de complexacao do extratante, difusdo na fase membrana, e liberacdo do
mesmo na interface interna, difundindo de volta para a interface externa, para
novamente captar o soluto. Isto pode ser mais bem compreendido pelo mecanismo de

contra-transporte para a extragdo de fenilalanina, mostrado na FIGURA 6.13.

Fase Externa Fase Membrana Fase Interna

Y _
- Ph

<

Cl \\ \4¢|'

+ -
# Phe

FIGURA 6.13 - Representacdo esquematica do mecanismo de contra-transporte para
extracdo da fenilalanina.

Fonte: THIEN et al. (1988)

Em sistemas MLS, normalmente, a etapa controladora do processo ¢ a difusdo do
complexo na fase membrana. Portanto, quando ndo h4 quantidade suficiente de
extratante na interface externa para promover a retirada de soluto dessa fase, o

prosseguimento da reacdo ¢ ainda mais dependente do retorno do transportador



111

(extratante) para essa interface. Em face do exposto, nessa condi¢do, sdo necessarios
mais ciclos do transportador e, com isso, um maior tempo de permeacdo. Para as
condicdes estudadas neste trabalho, envolvendo uma baixa concentragdo de fenilalanina
na fase externa, os resultados mostram que a quantidade de extratante ¢ suficiente para

levar aos maiores niveis de extragao ja nos primeiros minutos.

Cabe ressaltar que a opc¢do pela concentracdo de 2,0 g/L se justifica uma vez que este
trabalho visa a determinacdo das melhores condigdes para extracdo de fenilalanina para
que, em estudo posterior, possa ser avaliada a extracdo desse aminodcido de
hidrolisados protéicos, em que a concentragdo esta em torno desse valor. No estudo
realizado por THIEN et al. (1998), a escolha da concentragdo de 11,5 g/L deve-se a

concentragdo de Phe presente no mosto fermentado.

Outro fator que pode ter contribuido para que o tempo de permeagdo nao exercesse uma
grande influéncia na extragdo de fenilalanina da FE ¢ a provavel variagcdo do pH da FE
com a extragdo de Phe’. Conforme explicado no item 5.1, o pH da fase externa, foi
ajustado inicialmente para 9,5, pH em que prevalece a espécie anidnica Phe’, espécie
extraivel com o extratante Adogen 464. No entanto, nesse pH, estd também presente,
embora em menor quantidade, a espécie “zwitterion” Phe (vide FIGURA 6.14). Com a
extragdo de Phe’, durante o processo de permeacdo, ha uma queda na concentragao
dessa espécie na fase externa, o que provoca o deslocamento do equilibrio entre essas
duas espécies, no sentido de formar mais moléculas de fenilalanina na forma anidnica,
ou seja, formar mais moléculas capazes de se complexar com o extratante, conforme
mostrado na FIGURA 6.14. Com isso, ha liberacdo de ions H', com conseqiiente
diminuicao do pH, o que dificulta a formagao de Phe’. E se a fenilalanina nao estiver na
forma anionica na FE, ela ndo podera ser transportada através da fase membrana pelo

extratante, o que implica queda nas taxas de extracao.
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FIGURA 6.14 - Formas i0nicas da fenilalanina.

Para o estudo em questdo, como os resultados de extracdo de fenilalanina da fase
externa em funcdo da concentra¢do de extratante mostraram que os niveis de extra¢do
obtidos, utilizando-se uma fase membrana com 1 ou 2% m/m de Adogen 464 eram
praticamente iguais, optou-se por avaliar a influéncia do tempo de permeagdo para
apenas uma dessas concentracdes. Quanto ao efeito da concentracdo inicial do ion
cloreto na fase interna, este, até esta etapa do trabalho, ainda nao havia sido avaliado. A
condicdo de 2,0 M para a concentracdo de KCI foi escolhida com base em estudos
anteriores com sistema semelhante (ANDRADE et al., 2003) e, se necessario,
dependendo dos resultados do estudo da influéncia dessa varidvel na extragao de
fenilalanina, novos ensaios para determinagdo do tempo de permeagdo seriam

realizados.

Na FIGURA 6.15, sao mostradas as curvas de variacdo da percentagem de inchamento
da membrana e do indice de enriquecimento da fase interna em fenilalanina em fun¢ao

do tempo de permeagao.
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FIGURA 6.15 — Indice de enriquecimento de fenilalanina na fase interna e inchamento
da fase interna em fun¢do do tempo de permeacao.
(Condigdes: concentragao de surfatante = 2% m/m, concentracao de
extratante = 2% m/m, concentragdo de 1-Decanol = 3% m/m,
velocidade agitagao = 120 rpm, razdo de volumes FM/FI = 2:1, razdo
de volumes FE/emulsao primaria = 3:1, concentragao de KCIl na FI =2

M, temperatura ambiente).

Por essa figura, observa-se que a percentagem de inchamento ¢ igual a,
aproximadamente, 60% para os tempos de 2 ¢ 5 minutos. Era de se esperar, a principio,
que, com 2 minutos de permeacdo, a percentagem de inchamento da fase membrana
fosse menor que para 5 minutos, uma vez que maiores tempos permitem a permeacgao de
maiores quantidades de 4gua. Mas como, em tempos muito curtos, ocorre a oclusdo, que
consiste na entrada de fase externa para dentro dos globulos através de um mecanismo
de arraste no momento de sua formacao, pode ter havido uma elevacao desse percentual
de inchamento, coincidindo com o inchamento observado para 5 minutos de permeagao.
Para um tempo de 5 minutos ou superior, o efeito de oclusdo ¢ atenuado, pois no
processo de formagao de globulos mais uniformes de menor didmetro, ha a liberagdo de
parte da fase externa retida e também de goticulas de fase interna localizadas proximas a

interface.
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A partir de 5 minutos, os glébulos em uma condi¢do de maior estabilidade, tornam-se
mais homogéneos e o comportamento da curva obtida corresponde ao esperado. Como,
durante toda a permeagdo, hd uma diferenca de forca ionica entre as fases, devido ao
excesso de ions cloreto na fase interna, a entrada de agua na membrana ¢ favorecida
pela diferenca de pressao osmotica entre as fases. Paralelamente, a a¢do continua do
surfatante e do extratante, aceleradores osmdticos no processo, ¢ favorecida pelos
tempos maiores. No entanto, como, com o passar do tempo, devido a diluicdo da fase
interna, ha uma diminuigdo da diferenga de forga idnica entre as fases, ha uma reducao
nas taxas de inchamento, comportamento observado, na FIGURA 6.15, através da
diminui¢do da inclinacdo da curva de percentual de inchamento. Quando o tempo
aumenta de 20 para 25 minutos, observa-se uma queda na porcentagem de inchamento,
que estd, possivelmente, relacionada a quebra da membrana com conseqiiente perda de
fase interna, devido ao elevado inchamento das goticulas de fase interna e ao maior

cisalhamento imposto ao sistema.

Com relagdo ao indice de enriquecimento, verifica-se que ele decresce com o tempo, em
virtude do aumento do percentual de inchamento da fase interna. Esse resultado era
esperado, uma vez que a percentagem de extragdo foi praticamente constante e, por
conseguinte, o indice de enriquecimento deveria ser afetado somente pela percentagem
de inchamento. Entretanto, quando o tempo varia de 20 para 25 minutos, observou-se
que ha pequena diminuicao no indice de enriquecimento mesmo tendo sido observada
uma queda na porcentagem de inchamento. Esse fato se deve, provavelmente, como
explicado acima, a quebra da membrana que leva, além da perda de fase aquosa, a perda
de soluto j& extraido. Novamente, cabe lembrar que estdo sendo avaliadas apenas

tendéncias em virtude dos problemas, ja discutidos, associados com esse parametro.

6.2.4. Influéncia da velocidade de agitacéo na etapa de permeacao

Nesta etapa, foi realizada uma série de quatro experimentos, variando-se a velocidade
de agitagdo na etapa de permeagao de 120 a 250 rpm. Na FIGURA 6.16, ¢ mostrada a
influéncia desse pardmetro na extracdo da fenilalanina inicialmente presente na fase

externa e no percentual de inchamento da membrana.
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FIGURA 6.16 — Influéncia da velocidade de agitagdo sobre a extra¢dao de fenilalanina da
fase externa e sobre o percentual de inchamento da fase interna.
(Condigdes: concentragao de surfatante = 2% m/m, concentracdo de
extratante = 2% m/m, concentracdo de 1-Decanol = 3% m/m, tempo de
agitacdo = 5 min, razdo de volumes FM/FI = 2:1, razdo de volumes
FE/emulsdo primaria = 3:1, concentracdo de KCI na FI = 2 M,

temperatura ambiente).

Pela andlise da figura, observa-se que o aumento da velocidade de agitacdo ndo influi
nas taxas de extracdo de fenilalanina da fase externa, porém favorece o transporte de

agua para a fase interna, aumentando, assim, o inchamento da fase interna.

Esperava-se que o aumento da agitacdo afetasse as taxas de extragdo de fenilalanina,
porém tal efeito ndo foi observado. O aumento da agitacdo na etapa de permeacdo
favorece a convecgao do soluto na fase externa e a formagao de globulos menores que
proporcionam um aumento da 4rea interfacial fase externa/glébulo de emulsdo. Em
conseqiiéncia, melhoram-se as condi¢des de transporte de massa e da cinética de
formagao complexo-soluto na interface externa, obtendo-se percentuais de extragdo de
soluto mais elevados. No entanto, existe um limite acima do qual a agitacao pode afetar,
também, a estabilidade da membrana. Velocidades mais elevadas podem deformar os

glébulos que tendem a se romper, comprometendo as taxas de extracdo devido a perda
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de fase interna contendo soluto ja extraido. Tem-se que a presenca de uma maior
quantidade de KCl na fase interna favorece a reacdo de reextragdo na interface interna.

Justifica-se o resultado obtido pelo aumento do inchamento da fase interna, que,
provavelmente, foi ocasionado pelo aumento da area interfacial (menores gldbulos) e
aumento do coeficiente de transferéncia de massa. O inchamento causa uma diluicao da
fase interna que, por sua vez, interfere na forga-motriz do processo, diminuindo-a. Essa
menor for¢a-motriz, no mecanismo de contra-transporte, responsavel pelo transporte do
soluto no sistema em questdo, leva a um menor transporte do soluto fenilalanina. Se, por
um lado, o aumento da area interfacial e do coeficiente de transferéncia de massa
favorecem a extracdo, por outro, a diminui¢do da forca-motriz produz um efeito
contrario. E acredita-se que o somatdrio desses fatores, na faixa de velocidades de
agitacdo investigada, tenha se traduzido em um percentual de extragdo praticamente

constante.

Com base no exposto, a condicao selecionada para os ensaios subseqiientes foi de 120
rpm, por proporcionar a melhor condi¢do de extra¢do associada ao menor inchamento

observado.

Na FIGURA 6.17, sdo apresentadas as curvas de percentual de inchamento e de indice
de enriquecimento da fase membrana. Com relagdo a essa ultima varidvel-resposta,
pode-se dizer que, conforme o esperado, ela apresenta comportamento contrario ao do

inchamento.
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FIGURA 6.17 — Indice de enriquecimento de fenilalanina na fase interna e inchamento
da fase interna em funcao da velocidade de agitacao.
(Condigdes: concentragao de surfatante = 2% m/m, concentragao de
extratante = 2% m/m, concentracdo de 1-Decanol = 3% m/m, tempo de
agitacdo = 5 min, razdo de volumes FM/FI = 2:1, razdo de volumes
FE/emulsdao primdria = 3:1, concentragdo de KCl na FI = 2 M,

temperatura ambiente).

Para esse conjunto de ensaios, foi também avaliada a porcentagem de quebra da
membrana em func¢do da velocidade de agitagdo na etapa de permeagdo, cujos
resultados sao mostrados na FIGURA 6.18. Pode-se dizer que a quebra, por ser inferior
a 1%, para a toda a faixa de velocidade de agitagdo investigada, ¢ pouco significativa
para o processo. Cabe, no entanto, ressaltar que, mesmo nesses baixos niveis de quebra,
foi observado um leve aumento desse pardmetro com o aumento da agitacao, conforme

esperado, devido ao maior cisalhamento imposto ao sistema.
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FIGURA 6.18 — Percentual de quebra da membrana em fun¢do da velocidade de
agitacao.
(Condigdes: concentracao de surfatante = 2% m/m, concentracdo de
extratante = 2% m/m, concentracdo de 1-Decanol = 3% m/m, tempo de
agitacdo = 5 min, razdo de volumes FM/FI = 2:1, razdo de volumes
FE/emulsdo primaria = 3:1, concentracdo de KCI na FI = 2 M,

temperatura ambiente).
6.2.5. Influéncia da razéo de volumes fase membrana / fase interna
O efeito da razao de volumes fase membrana / fase interna sobre a extracdo de

fenilalanina inicialmente presente na fase externa, utilizando-se 1 e 2% m/m de Adogen

464, ¢ apresentado na FIGURA 6.19.
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FIGURA 6.19 — Influéncia da razdo de volumes fase membrana / fase interna sobre a
porcentagem de extracdo de fenilalanina da fase externa para
concentragdes de extratante iguaisa 1 e 2 % m/m.
(Condigoes: concentragao de surfatante = 2% m/m, concentragao de 1-
Decanol = 3% m/m, tempo de agitagdo = 5 min, velocidade agitacao =
120 rpm, razdo de volumes FE/emulsdo primaria = 2:1, concentragdo

de KCl na FI =2 M, temperatura ambiente).

Pela analise da FIGURA 6.19, observa-se uma ligeira diferenca nas curvas obtidas nos
ensaios com 1% e 2% m/m de Adogen 464. Verifica-se que, na curva de 1% m/m de
extratante, a porcentagem de extracdo de fenilalanina aumenta levemente com o
aumento da razdo de fases até uma razao igual a 2:1, condigdo a partir da qual a taxa de
extracdo torna-se praticamente constante. Para a curva de 2%, € verificado que a
porcentagem de extragdo ¢ praticamente constante para todas as razdes de fase

membrana / fase interna.

Para razdes FM/FI iguais 1:1 e 1,5:1, foram observadas menores taxas de extracdo de
fenilalanina para uma concentracdo de Adogen 464 igual a 1% m/m. Em geral, baixas
relacdbes FM/FI estdo associadas a membranas instaveis devido a quantidade
insuficiente de surfatante para recobrir a interface fase membrana/fase interna,

formando uma monocamada de surfatante adsorvido. No entanto, como 0S ensaios
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realizados com uma concentracdo de Adogen 464 de 2% m/m continham a mesma
quantidade de surfatante e ndo apresentaram esse comportamento, existe uma causa
adicional para que haja essa falta de surfatante. Acredita-se que essa causa seja a
diferenca de viscosidade da fase membrana para as duas diferentes concentragdes de
extratante investigadas. A fase membrana contendo 1% m/m de extratante apresenta
uma viscosidade de 2,03 cP e a de 2% m/m, uma viscosidade de 2,25 cP (vide FIGURA
6.9 e TABELA AIV).

Relagdes FM/FI baixas levam a obtencdo de membranas mais finas, com goticulas de
fase interna maiores, em virtude de se ter, comparativamente, mais fase interna para
uma mesma quantidade de surfatante e uma mesma energia imposta ao sistema (mesma
velocidade de agitagdo). E quando, para baixas relagdes FM/FI, a fase membrana
utilizada para preparar a emulsdo primaria ¢ menos viscosa, como € o caso da
membrana com 1% m/m de extratante, os globulos e as goticulas de fase interna sdo
comparativamente menores € em maior nimero (maior area interfacial a ser recoberta
pelo surfatante), de modo que a espessura da fase membrana se torna menor,
favorecendo a coalescéncia das goticulas de fase interna e também a oclusdo, com
conseqliente quebra da membrana, fato observado, conforme discutido mais a frente.
Um outro fator que poderia ser responsavel por esse aumento no percentual de extragao
em virtude do aumento da relagdo FM/FI, para baixos valores desse parametro, esta
associado a quantidade de extratante para promover a extragdo do soluto. Apesar das
areas interfaciais serem maiores para as membranas com 1% Adogen 464 e baixas
relacdes FM/FI, o que poderia proporcionar maiores taxas de extra¢do e de reextragdo
do soluto, ha, comparativamente, menos extratante para complexar o soluto, e caso
houvesse falta do mesmo, isto poderia justificar o resultado encontrado. Em virtude dos
resultados encontrados para o percentual de inchamento da fase interna em funcao da
razdo FM/FI (quebra observada para as relacdes FM/FI iguais a 1:1 e 1,5:1), mostrados
na FIGURA 6.20 e discutidos mais a frente, acredita-se que a menor viscosidade da
membrana decorrente da insuficiéncia de surfatante seja a explicacdo mais plausivel
para os resultados encontrados para os ensaios com 1% m/m de extratante e relacao

FM/FI de 1:1 e 1,5:1. Isto poderia ser comprovado em estudos posteriores, se fossem
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realizados ensaios de extracdo de Phe, para diferentes concentracdes de surfatante,

superiores a 2% m/m, em fung¢do da relagdo FM/FI, com 1% m/m de Adogen 464.

Com o aumento da razao de fases, entretanto, ha, também, uma diminui¢do da area
superficial das goticulas de fase interna pelo reduzido volume dessa fase e pelo aumento
de viscosidade da emulsdo primaria em virtude da maior quantidade de fase membrana,
que levam a menores taxas de extragdo e de reextracdo. Adicionalmente, ha um
aumento da distancia que o complexo soluto-extratante deve percorrer da interface
externa a interface interna, € o extratante no sentido contrario para reagir novamente
com o soluto. Dessa forma, apesar de haver mais extratante, sua disponibiliza¢dao
necessita de um maior tempo. Assim, para razdes FM/FI mais elevadas, acredita-se que
haja uma compensagdo desses dois efeitos, proporcionando niveis de extracdo
praticamente constantes. Sabe-se, porém, que, para relacoes FM/FI ainda mais elevadas
(SALUM, 1998), o efeito da viscosidade sobrepuja o aumento da quantidade de
extratante, levando a uma redu¢do no percentual de extracdo, ndo observado na faixa
estudada neste trabalho. Para os ensaios realizados com 2% m/m de Adogen 464, ¢
provavel que niveis mais baixos de extragdo estejam associados a relagoes FM/FI

inferiores a faixa aqui investigada.

Com relacdo a porcentagem de inchamento da fase interna apresentada na FIGURA
6.20, conforme j4 dito, para a membrana com 1% de Adogen 464, houve quebra quando
se trabalhou com as relagdes FM/FI de 1:1 e 1,5:1 (vide os valores registrados de -5% e
3%, respectivamente, para o percentual de inchamento da membrana). Observando-se as
curvas obtidas para os ensaios com 2% m/m de extratante e para 1%, neste caso, a partir
de uma relagdo FM/FI igual a 2:1, verifica-se uma mesma tendéncia, um ligeiro
acréscimo no percentual de inchamento com o aumento da relacao de fases. Isto pode
ser explicado pelo aumento relativo do volume de fase membrana e, portanto, pela
maior quantidade de surfatante e de extratante, reagentes carreadores de agua, que
contribuiriam, portanto, para esse aumento do inchamento. Em contrapartida, o fato de
se ter proporcionalmente mais fase membrana em detrimento da fase interna, faz com
que a membrana se torne mais espessa € a emulsdo primdria mais viscosa, 0 que

dificultaria o transporte de agua. Dai, o efeito do aumento da relagdo FM/FI nao ser tao
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pronunciado. Comparando-se os resultados obtidos para as duas concentragdes de
extratante, observou-se, que, o inchamento da fase interna foi maior quando se utilizou
uma fase membrana com 1% de Adogen 464, provavelmente em virtude da maior area
interfacial dos globulos de emulsdo e das goticulas de fase interna neste caso, decorrente

da menor viscosidade, conforme discutido anteriormente.

70 +—————————————
= 60 1 —m— 1% m/m de Adogen 464
< ] —®—2% m/m de Adogen 464 -
< 504
Q 1 |
= 40+ -/I
Q E -
g 30 —
= i J
2 20- °
o _
Q T ° /
= 10- o« ® ]
S |
0~ 4
. ./.
)
0,0 05 1,0 L5 20 25 30 35
Razdo de Volumes FM/FI

FIGURA 6.20 — Influéncia da razdo de volumes fase membrana / fase interna sobre a
porcentagem de inchamento da fase interna para concentragdes de
extratante iguais a 1 e 2 % m/m.
(Condigdes: concentracao de surfatante = 2% m/m, concentragao de 1-
Decanol = 3% m/m, tempo de agitacdo = 5 min, velocidade agitagdo =
120 rpm, razao de volumes FE/emulsao primaria = 2:1, concentragao

de KCl na FI = 2 M, temperatura ambiente).

O efeito da razdo de volumes fase membrana / fase interna sobre o indice de
enriquecimento, utilizando-se 1 e 2% m/m de Adogen 464, ¢ apresentado na FIGURA
6.21. Pela figura, observa-se que esse indice aumenta, para ambas as curvas, com 0
aumento da razao de fases. Isto se deve, provavelmente, ao pequeno aumento verificado
no percentual de inchamento com a razao FM/FI, associado a redu¢do do volume de
fase interna. Conforme ja dito, na andlise do indice de enriquecimento, estdo sendo
observadas apenas as tendéncias e seus resultados ndo devem ser utilizados na defini¢dao
da melhor concentra¢do de extratante, em virtude do grau de diluicdo necessario para

leitura de concentragdes no espectrofotometro UV-visivel e pelo fato deste parametro se
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tratar de uma razao, que ¢, portanto, muito afetada por pequenas diferengas na leitura

das concentragoes de soluto na fase interna.

fndice de Enriquecimento

FIGURA 6.21
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1-Decanol = 3% m/m, tempo de agitacdo =

5 min, velocidade

agitacdo = 120 rpm, razao de volumes FE/emulsdo priméria = 2:1,

concentragdo de KCl na FI =2 M, temperatura ambiente).

De acordo com o explicado, optou-se por utilizar uma razao de volumes fase membrana

/ fase interna igual a 2:1. Esta apresenta um elevado nivel de extragdo de fenilalanina,

sem, no entanto, representar quantidades de extratante e surfatante tdo elevadas, tanto

para 1 quanto para 2% m/m de extratante. Dessa forma, evitam-se condi¢des de baixa

estabilidade, como as observadas para relacdes FM/FI de 1:1 e 1,5:1 para concentragao

de extratante de 1% m/m, e também gastos desnecessarios de reagente, associados a

razdes muito elevadas, sem proporcionar inchamento muito elevado da fase interna que

poderia prejudicar, de forma significativa, o indice de enriquecimento.
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6.2.6. Influéncia da razéo de volumes fase externa / emulséo primaria

O efeito da razdo de volumes fase externa / emulsdo primaria sobre a massa de
fenilalanina extraida da fase externa, utilizando-se 1 ¢ 2% m/m de Adogen 464, ¢
apresentado na FIGURA 6.22. Na TABELA V1.2, sdo apresentadas as massas iniciais
de Phe para cada uma das razdes de volumes FE/EP. A massa inicial de Phe na fase
externa variava de acordo com a razdo de volumes, pois utilizou-se uma concentragao
de Phepg constante, aproximadamente igual a 2,0 g/L, para todas as razdes de volumes
FE/EP e, também, manteve-se constante o volume total (fase externa mais emulsao
primaria). Sendo assim, a medida que a razdo de volumes FE/EP aumentava, maior era

o volume de fase externa utilizado, e conseqlientemente, maior a massa inicial de Phe.
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FIGURA 6.22 — Influéncia da razdo de volumes fase externa / emulsdo primaria sobre a
massa de fenilalanina extraida da fase externa para concentragdes de
extratante iguais a 1 e 2 % m/m.
(Condigdes: concentracao de surfatante = 2% m/m, concentragao de 1-
Decanol = 3% m/m, tempo de agitacdo = 5 min, velocidade agitacdo =
120 rpm, razdo de volumes FM/FI = 2:1, concentracao de KCI na FI =

2 M, temperatura ambiente).
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TABELA VI.2 - Massas iniciais de Phe g para as diferentes razoes de volumes FE/EP.

Razéo de Volumes FE/EP Massa inicial (g)
11 0,240
2/1 0,320
31 0,360
4/1 0,384

Pela andlise da FIGURA 6.22, observa-se que o comportamento apresentado pelas
curvas contendo 1 e 2% m/m de Adogen 464 ¢, aproximadamente, igual. Verifica-se
que, para ambas as curvas, a massa de fenilalanina extraida da fase externa aumenta
quando se passa da relacdo FE/EP de 1:1 para 2:1, mantendo-se no mesmo patamar para

arelacdo de 3:1 e subindo novamente ao se passar de 3:1 para 4:1.

Analisando-se as condi¢cdes da membrana para as diferentes relacdes FE/EP, tem-se
que, a medida que se aumenta essa relacdo, a quantidade de soluto presente inicialmente
na fase externa se torna maior (vide TABELA VI1.2) em decorréncia da utilizagdo de um
maior volume de fase externa nos ensaios (ensaio com relagdo FE/EP = 1:1). Em
contrapartida, o aumento da relacdo de fases implica uma redugdo relativa de fase
membrana ou, em outras palavras, em menor quantidade de extratante e de surfatante.
Portanto, verifica-se um aumento da relacdo massa de soluto/massa de extratante com o
aumento da relagdo FE/EP, de modo a facilitar a formagdo do complexo soluto-
extratante pelo aumento da disponibilidade de Phe. Mas, em contrapartida, o processo
torna-se mais sensivel a difusdo do complexo na fase membrana e ao retorno do
extratante para reagir novamente na interface externa. Isto pode explicar o patamar
observado para as relacdes FE/EP de 2:1 e 3:1. O aumento da razdo de volumes fase
externa / emulsdo primdria proporciona uma diminuicdo da viscosidade da emulsao
multipla, que leva a formagdo de globulos cada vez menores € com uma menor
espessura de fase membrana. Portanto, para a relacio FE/EP igual a 4:1, pode ter
ocorrido que a redugdo da espessura da fase membrana, ou seja, da distancia entre as
duas interfaces tenha sido suficiente para compensar a menor quantidade de extratante
proporcionada pela maior relacdo de fases. Quando essa distancia ¢ encurtada, mais

rapidamente o extratante se disponibiliza na interface externa para captar o soluto e
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mais rapidamente ¢ regenerado na interface interna para difundir de volta para a
interface externa, completando o ciclo. Esse motivo pode ser o responsavel pelo ligeiro

aumento na massa de soluto extraida da fase externa.

Com relagdo a porcentagem de inchamento, mostrado na FIGURA 6.23, observa-se que
ela diminui, para ambas as curvas, com o aumento da razdo de fases. Para relacdes
FE/EP menores, tém-se as maiores quantidades de extratante e surfatante, componentes
que aceleram o processo osmético. Associado a isto, o volume de emulsdo primdria a
ser disperso na fase externa ¢ maior, o que pode levar a maiores areas interfaciais. No
entanto, a emulsdo multipla apresenta uma maior viscosidade, o que levaria a formagao
de um menor numero de globulos. A medida que se aumenta a relagdio FE/EP,
diminuem-se as quantidades de extratante e surfatante comparativamente. Em
contraposi¢do, ha um menor volume de emulsdo primaria a ser dispersa e a viscosidade
da emulsdao multipla € menor, o que melhora as condigdes de dispersdo dos globulos na
fase externa e favorece a formacdo de elevadas areas interfaciais. Pelos resultados
apresentados na FIGURA 6.23, parece que o efeito predominante ¢ a disponibilidade de
extratante e surfatante. Por isso, os maiores percentuais de inchamento foram obtidos
para as menores relagdes FE/EP. Isto também explica o fato de se ter obtido um maior
inchamento para os ensaios realizados com a maior concentracdo de extratante (2%

m/m).
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FIGURA 6.23 — Influéncia da razdo de volumes fase externa / emulsdo primaria sobre a
porcentagem de inchamento para concentracdes de extratante iguais a
1e2%m/m.

(Condigdes: concentracao de surfatante = 2% m/m, concentragao de 1-
Decanol = 3% m/m, tempo de agitacdo = 5 min, velocidade agitacdo =
120 rpm, razdo de volumes FM/FI = 2:1, concentracao de KCI na FI =

2 M, temperatura ambiente).

O efeito da razdo de volumes fase externa / emulsdo primdria sobre o indice
enriquecimento, utilizando-se 1 ¢ 2% m/m de Adogen 464, ¢ apresentado na FIGURA
6.24. Conforme pode ser observado, o indice de enriquecimento aumenta, para ambas as
curvas, com o aumento da razdo de fases, estando em um patamar mais elevado para os
ensaios realizados com 1% m/m de Adogen 464. Mais uma vez isto pode ser explicado
com base no percentual de inchamento, ja que essas duas varidveis-resposta apresentam

comportamento inverso.
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FIGURA 6.24 — Influéncia da razdo de volumes fase externa / emulsdo primaria sobre o
indice de enriquecimento para concentragdes de extratante iguais a 1 e
2% m/m.
(Condigdes: concentracao de surfatante = 2% m/m, concentragao de 1-
Decanol = 3% m/m, tempo de agitacdo = 5 min, velocidade agitagdo =
120 rpm, razao de volumes FM/FI = 2:1, concentragdao de KCl na FI =

2 M, temperatura ambiente).

De acordo com o exposto acima, optou-se pela utilizacdo de uma proporcao FE:EP igual
a 3:1 e concentracdo de Adogen 464 igual a 2% m/m, uma vez que esses niveis de
operagdao proporcionam boas condi¢cdes de extracdo de Phe, mantendo-se um
inchamento relativamente baixo e um elevado indice de enriquecimento. Cabe enfatizar
que, apesar da razdo de fases e da concentracdo de extratante escolhidas ndo fornecerem
a condi¢do Otima de operagdo em termos das respostas estudadas, as mesmas oferecem
maior flexibilidade para variagdo de outros parametros operacionais, evitando possiveis
perdas de eficiéncia do processo em virtude da operacdo em condi¢des limites das

varidveis aqui avaliadas.



129

6.2.7. Influéncia da concentragdo da solu¢éo de KCI na fase interna

Na FIGURA 6.25, encontram-se os resultados da influéncia da concentracao de KCI na
fase interna na extracdo de fenilalanina inicialmente presente na fase externa e no

percentual de inchamento da fase interna.
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FIGURA 6.25 — Influéncia da concentracdo de KCI na extragdo de fenilalanina da fase
externa e sobre o inchamento da fase interna.
(Condigdes: concentragdo de surfatante = 2% m/m, concentracdo de
extratante = 2 % m/m, concentragdo de 1-Decanol = 3% m/m, tempo
de permeacdo = 5 min, velocidade agitagdo = 120 rpm, razdo de

volumes FM/FI = 2:1, razdo de volumes FE/emulsdo primaria = 3:1,).

Pela analise da FIGURA 6.25, observa-se que tanto a porcentagem de extracdo da
fenilalanina da fase externa quanto a porcentagem de inchamento da fase membrana

aumentam com o aumento da concentracao de KCl na fase interna.

De acordo com o explicado no item 4.3, a extracdo de Phe pelo processo MLS, cujo
mecanismo de permeacdo do soluto ¢ o de contra-transporte, tem como forga-motriz
para a transferéncia de massa a diferenca de potencial quimico entre as fases externa e
interna, afetada diretamente pela concentracdo de ions cloro na fase interna, responsavel

pelo bombeamento de Phe da fase externa para a interna. Estando a forga-motriz
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relacionada ao fluxo do soluto através da membrana por uma equagdo fenomenolédgica
na forma de proporcionalidade, conclui-se que, ao se aumentar a forga-motriz do

processo, a transferéncia de massa do soluto também aumenta.

Atengao especial deve ser dada aos resultados de extragdao de fenilalanina, obtidos para
as concentracdes de KCl na fase interna iguais a 2,0 e 3,0 M. De acordo com a
tendéncia observada na FIGURA 6.25 (vide resultados apresentados na TABELA
AIIL.10 - ANEXO AIII), esperava-se que, ao se aumentar a concentragcdo de KClI na fase
interna de 2,0 para 3,0 M, houvesse um aumento mais acentuado na percentagem de
extracdo de fenilalanina. Entretanto, verificou-se uma estabilizacdo do percentual de
extracdo, associado a um aumento de 50% do inchamento. Esse elevado inchamento
provoca uma dilui¢do da fase interna, o que, conseqlientemente, acarreta em uma
diminui¢do da forga-motriz do processo, motivo provavel pelo qual niao se verificou
uma maior porcentagem de extracdo de fenilalanina com o aumento da concentragdo do

sal na fase interna de 2,0 para 3,0 M.

Com relagdo ao percentual de inchamento da fase interna, pode-se dizer que a forga-
motriz responsavel pela ocorréncia desse fendmeno ¢ a pressdo osmotica, que, neste
estudo, € provocada, principalmente, pela alta concentracdo do sal na fase interna aliada
a uma fase externa altamente diluida. Assim, com o aumento da concentra¢dao do sal na

fase interna, tem-se o aumento de transferéncia de agua para o interior das goticulas.

O efeito da concentracdo de KCl na fase interna sobre o indice enriquecimento, €
apresentado na FIGURA 6.26, juntamente com o percentual de inchamento da fase
interna. O indice de enriquecimento apresenta, mais uma vez, o comportamento

esperado pela sua interdependéncia com o percentual de inchamento.
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FIGURA 6.26 — Indice de enriquecimento de fenilalanina na fase interna e inchamento
da fase interna em funcao da concentra¢dao de KCl na fase interna.
(Condigoes: concentragdo de surfatante = 2% m/m, concentracdo de
extratante = 2 % m/m, concentracdo de 1-Decanol = 3% m/m, razao de
volumes FM/FI = 2:1, razdo de volumes FE/emulsdo primaria = 3:1,

tempo de permeacdo = 5 min, velocidade agitacao = 120 rpm).

Com base nos resultados apresentados, selecionou-se a concentracao de 2,0 M de KCl
na fase interna. Para as concentragdes de KCl na fase interna iguais a 2,0 ¢ 3,0M,
obteve-se o mais alto nivel de extragao de Phe obtido. No entanto, com a concentragao
de 2,0M, o inchamento foi significativamente menor e o indice de enriquecimento foi

mais elevado.

6.3. Ensaios de Permeacé&o Utilizando Membranas Recicladas

Esta etapa foi realizada com o intuito de se avaliar a capacidade extrativa de uma
membrana reciclada e sua estabilidade, além da reprodutibilidade dos experimentos. Os
ensaios foram realizados nas condi¢des estabelecidas pelos estudos anteriores, a saber:
concentragdo de surfatante = 2% m/m, concentragdo de extratante = 2% m/m, tempo de
permeagdo = 5 minutos, velocidade de agitagdo = 120 rpm, relagdo FM/FI = 2:1, relacao
FE/EP = 3:1 e concentra¢ao de KCI na fase interna = 2,0 M. A fase externa, em todos os

experimentos, deveria apresentar uma concentragdo de 2,0 g/L, concentracdo escolhida
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a partir de uma solucao de leite em pd destinada a consumo alimenticio, conforme
calculos apresentados no Anexo Al desse trabalho. Em virtude da necessidade de se
preparar varias solu¢des de alimentacdo (fase externa) para realizacdo dos ensaios,
foram observadas variagcdes nessa concentracdo. Para que a analise dos resultados nao
fosse prejudicada, os mesmos foram expressos em termos de massa extraida em vez de
percentual de extracdo, conforme apresentado na FIGURA 6.27. Nessa figura, cada
ponto representa o valor médio de 3 ensaios realizados sob as mesmas condi¢des. Na
TABELA V1.3, sdo apresentadas, para cada um dos experimentos, as massas iniciais de
Phe na FE, as massas médias extraidas de Phe da FE apo6s contactagdo com as fases

membranas fresca e reciclada, e as massas médias residuais de Phe na FE.
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FIGURA 6.27 — Influéncia do uso de membranas recicladas na extracdo de fenilalanina
da fase externa.
(Condigoes: concentragao de surfatante = 2% m/m, concentra¢do de
extratante = 2 % m/m, concentra¢do de 1-Decanol = 3% m/m, tempo
de permeacdo = 5 min, velocidade agitagdo = 120 rpm, razdo de
volumes FM/FI = 2:1, razdo de volumes FE/emulsdo primaria = 3:1,

concentragdo de KCL na fase interna = 2 M).
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TABELA VI.3 - Massas iniciais, massas médias extraidas ¢ massas médias residuais de

Phe rg nos ensaios com fase membrana reciclada.

Experimento Massa inicial (g) | Massa extraida (g) | Massa residual (g)

1 0,442 0,304 0,139
2 0,373 0,164 0,209
3 0,373 0,156 0,217

Conforme ja descrito na metodologia, a diferenca entre o ensaio realizado com a
membrana virgem e as recicladas reside na fase membrana utilizada. O experimento 1
corresponde a um ensaio de permeagdo, com trés repetigoes, utilizando-se uma fase
membrana fresca, nas condi¢des acima apresentadas. Os experimentos 2 e 3 também
foram realizados com trés repeti¢cdes, porém utilizando a fase membrana obtida apds a

desemulsificacdo no experimento anterior.

Comparando-se o desempenho da membrana fresca ou virgem (experimento 1) com o
da membrana reciclada pela primeira vez (experimento 2), observa-se que a primeira
apresenta um desempenho melhor, confirmado pela maior massa extraida. A membrana
reciclada uma vez apresentou uma capacidade extrativa de cerca de 55% da membrana
fresca. J4 a membrana reciclada pela segunda vez apresentou a mesma capacidade
extrativa da reciclada apenas uma vez. Esse resultado estd dentro do esperado, uma vez
que a fase membrana, apds uma primeira utilizagdo, mantém parte do soluto extraido
retido na fase membrana sob a forma de complexo, o que diminui a disponibilidade do
extratante para complexar o soluto presente na fase externa fresca. Além disso, como o
complexo possui um tamanho elevado, sua presenca na fase membrana deve afetar a
difusividade das espécies nessa fase. Adicionalmente, se o sistema operar com grandes
quantidades de soluto e extratante, a propria viscosidade da fase membrana pode ser
significativamente alterada. Acredita-se que essa quantidade seja mais ou menos a
mesma quando se continua a reciclar a fase membrana, pois essa retencao ¢ decorrente
do proprio mecanismo de permeacdo. No entanto, pode ocorrer que, se a fase membrana

continuar a ser reciclada indefinidamente, haja alguma degradacao.
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Nas FIGURAS 6.28 e 6.29, sao mostradas as curvas de percentual de inchamento e de

indice de enriquecimento da fase interna, respectivamente.
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FIGURA 6.28 — Influéncia do uso de membranas recicladas na porcentagem de
inchamento da fase interna.
(Condigdes: concentragao de surfatante = 2% m/m, concentracdo de
extratante = 2 % m/m, concentracao de 1-Decanol = 3% m/m, tempo
de permeacdo = 5 min, velocidade agitacdo = 120 rpm, razdo de
volumes FM/FI = 2:1, razdo de volumes FE/emulsdo priméria = 3:1,

concentragdo de KCL na fase interna = 2 M).
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FIGURA 6.29 — Influéncia do uso de membranas recicladas no indice de
enriquecimento.
(Condigdes: concentragdo de surfatante = 2% m/m,
concentragdo de extratante = 2 % m/m, concentragdo de 1-
Decanol = 3% m/m, tempo de permeacdo = 5 min, velocidade
agitacdo = 120 rpm, razdo de volumes FM/FI = 2:1, razao de
volumes FE/emulsdo primaria = 3:1, concentracdo de KCL na

fase interna = 2 M).

Pelas figuras, verifica-se que a membrana fresca apresenta um maior percentual de
inchamento e, conseqiientemente, um menor indice de enriquecimento que a membrana
reciclada uma unica vez, visto que a difusividade nessa membrana ¢ melhor e a

disponibilidade do extratante ¢ maior.

Comparando-se os experimentos 2 e 3, observa-se uma queda no percentual de
inchamento, que pode ser conseqiiéncia das variacdes das massas iniciais de Phe, em

virtude de fases externas distintas, ou de variagdes experimentais inerentes a0 processo.
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7. CONCLUSOES

Para o sistema estudado constituido por uma fase membrana composta pelos reagentes

ECA 4360 (surfatante), Adogen 464 (extratante), Escaid 110 (diluente) e 1-Decanol

(modificador); fase interna composta por uma solu¢ao de KCI, com pH igual a 9,5,

ajustado com Li,COs3; e fase externa composta por uma solugao sintética de fenilalanina

com uma concentracdo de 2,0 g/L, com pH 9,5, ajustado com Na,CO;, pode-se

concluir:

- do estudo de emulsificacéo realizado, que:

*

sistemas constituidos por aminas em diluente de baixa polaridade necessitam de
adicdo de um alcool, atuando como agente modificador, para melhorar a
solubilizacdo do extratante no diluente;

concentragdes de 1-decanol iguais a 3% m/m ja sdo suficientes para promover a
solvatacao do extratante no diluente;

a adi¢do de alcool ao sistema, por melhorar a solubilidade mutua do extratante
no diluente, permite que o surfatante fique liberado para exercer o seu papel de
estabilizacdo da membrana;

o surfatante, além de estabilizar a membrana, parece ter um papel semelhante ao
do élcool, no que tange a solubilizacdo da amina no Escaid 110, quando ndo ha
modificador (4lcool) no sistema;

na auséncia de modificador, o aumento da concentra¢do de extratante aumenta a
estabilidade do sistema e, por conseqiiéncia, o tempo para coalescéncia, devido
ao papel semelhante ao do surfatante desempenhado pela amina quaternéria,

Adogen 464;

- do estudo de permeacdo, que:

L4

concentragOes baixas de surfatante e extratante, 2% m/m de cada, sdo suficientes
para estabilizar a membrana, nas condigdes estudadas, e promover niveis de
extragdo do soluto de, aproximadamente, 75%;

o aumento das concentragdes de surfatante e extratante contribui

significativamente para o transporte de dgua para o interior da fase interna pelo
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fato desses reagentes atuarem como aceleradores osmoticos, mesmo ndo sendo
os niveis avaliados tdo elevados;

tempos de permeacdo da ordem de 5 minutos, para o dado sistema, sdo
suficientes para promover os mais altos niveis de extracdo devido a baixa
concentragao de fenilalanina utilizada na fase externa;

o aumento da velocidade de agitacdo, na faixa estudada (120 a 250 rpm), levou a
um percentual de quebra inferior a 1%, ndo alterou as porcentagens de extragao,
porém contribuiu para o fendmeno osmético;

quanto menor a razdo fase membrana/fase interna, menor a estabilidade do
sistema, sendo que a relagdo FM/FI igual a 2:1 levou a um alto nivel de extracao
de fenilalanina, evitando condi¢des de baixa estabilidade e gasto elevado de
reagentes;

quanto maior a razdo fase externa/emulsdo primaria, melhor a dispersao dos
globulos, tendo sido escolhida a razdo FE/EP de 3:1, por fornecer boas
condigoes de extracao de Phe, associadas a um inchamento relativamente baixo
e um elevado indice de enriquecimento, proporcionando maior flexibilidade para
variacdo de outros parametros operacionais;

o aumento da concentra¢do de KCl na fase interna promove o aumento da forca-
motriz do sistema, auxiliando tanto o transporte de soluto para o interior da fase
interna como também o de 4gua, sendo que a condi¢do considerada mais
adequada para o sistema estudado foi a concentragao de 2,0 M, que proporciona
uma maior extracdo associada a um menor percentual de inchamento;

com as condi¢des estudadas, foi possivel obter uma fase interna com
concentragdo 4,5 vezes maior que a concentracao inicial desse soluto na fase de
alimentagdo e obter uma fase externa com concentragdo igual a,
aproximadamente, 0,5 g/L. Em outras palavras, o processo estudado reduziu o
percentual de Phe na solugdo sintética de, aproximadamente, 2,0% m/m para
0,05% m/m. Segundo a portaria 874 do Ministério da Satde, ¢ necessario que a
fonte protéica utilizada para consumo dos fenilcetonuricos contenha uma
concentragdo de Phe de até 0,1% m/m, sendo assim, conclui-se que a técnica de
extragcdo utilizada ¢ capaz de atender as recomendagdes exigidas pela portaria

874 e, conseqiientemente, as necessidades dos pacientes.
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- do estudo de reciclagem da fase membrana, que:
+ o0 uso de fases membranas recicladas levaram a uma redu¢ao de 45% na
capacidade de extracdao de Phe quando comparadas com a fase membrana fresca;
+ as fases membranas foram reutilizadas em dois ciclos de extra¢dao subseqiientes

apresentando desempenhos similares em ambos os ciclos.

Este estudo demonstrou que a técnica de extracdo por MLS pode ser usada
eficientemente como forma de separagdo e concentracdo da fenilalanina a partir de uma
solucdo sintética. Porém, para que se comprove a viabilidade do processo, ainda deve

ser avaliada a seletividade do extratante utilizando um hidrolisado protéico.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho constitui-se em um passo importante para conhecimento e aplicacao do

processo de extracdo de fenilalanina utilizando membranas liquidas surfatantes. No

entanto, ele necessita de uma complementacdo, para que posteriormente possa ser

aplicado a um hidrolisado protéico. Portanto, para enriquecer o presente estudo e dar

continuidade ao mesmo, algumas pesquisas sao aqui sugeridas.

Sdo elas:

L4

verificagdo do efeito da quebra da emulsdo nas varidveis concentragdo de surfatante
e extratante, razao de fases fase membrana / fase interna, razao de fases fase externa/
emulsdo primaria e concentracdo molar de KCl na fase interna;

estudo do efeito da concentrag¢do inicial de fenilalanina na fase externa, para se
avaliar o aumento nas porcentagens de extragdo relacionado ao aumento da
disponibilidade de soluto;

realizacdo de ensaios complementares, com concentracdes mais elevadas de
surfatante, para verificar se, no experimento em que a razdo de volumes fase
membrana/fase interna foi avaliada, o aumento da extragdo verificado para as trés
primeiras razoes (1:1, 1,5:1, 2:1) esta relacionado com a cinética de extracdo
(devido ao aumento relativo de extratante) ou com a estabilidade da membrana;
estudo e controle do pH da FE durante a extracdo de fenilalanina (etapa de
permeacao);

avaliacdo do efeito, nas porcentagens de extracdo de fenilalanina da fase externa, de
ensaios de permeagdo realizados em série, simulando uma operagdo em corrente
cruzada.

avaliacao da seletividade da técnica MLS, através da extragdo de fenilalanina a
partir de uma mistura sintética de aminoacidos aromaticos;

aplicacdo das condi¢des obtidas neste trabalho e nos estudos subseqiientes
sugeridos, de modo a se tratar um hidrolisado protéico, a base de leite em po,

visando a obtenc¢do de um hidrolisado com baixa concentragao de fenilalanina.
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ANEXO A.l -
CALCULO DA CONCENTRACAO DE FENILALANINA NA FASE
EXTERNA
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- Célculo da concentracéo de fenilalanina na fase externa

De acordo com as instrugdes no rotulo de uma lata de leite em po, deve-se acrescentar

26 g do p6 em 200 mL de 4gua para obtencdo do leite a ser ingerido.

26 g de leite em po 200 mL de dgua

m 100 mL de dgua

m; = 13 g de leite em pd

Tem-se que, segundo o rétulo do mesmo leite em pd, em cada 26 g de po, 7 g ¢

proteina, assim:

7 g de proteina 26 g de leite em po

my 13 g de leite em po

m; = 3,5 g de proteina

Sendo o teor de Phe, em 100 g de proteina, igual a 5,69 g (LOPES, 2002) obtém-se:

5,69 g de Phe 100 g de proteina

m; 3.5 g de proteina

m3=0,19915 g de Phe

De acordo com os calculos apresentados essa massa de Phe, 0,199 g, estd presente em ,
aproximadamente, 100 mL de solug@o. Assim, estabeleceu-se que a concentragdo de
fenilalanina da fase externa, utilizada nos experimentos referentes as etapas 3 e 4, seria

igual a 2,0 g/L.
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ANEXO A.ll -
RESULTADOS OBTIDOS NOS ENSAIOS DE EMULSIFICACAO



TABELA AII.1- Ensaios de emulsificagdo.
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ENSAIOS DE EMULSIFICACAO

Tempo de agitagdo = 5 min Velocidade de agitagdao = 13.000 rpm FM/FI1=3:1
Ensaio 4E3C6A0 Aj%%ten I;Decanol Ei‘ié(l)ld z)eaig(c)é%iriz Veum (final) Ve
@% m/m) | @ mm) | ™™ | (04 m/m) (min) (final)

1 0,5 2 0 97,5 19 60 20
2 0,5 2 5 92,5 2 60 20
3 0,5 5 0 94,5 159 60 20
4 0,5 5 5 89,5 2 60 20
5 1 2 0 97 14 60 20
6 1 2 3 94 60 20
7 1 2 5 92 60 20
8 1 2 7 90 60 20
9 1 3 0 96 63 60 20
10 1 3 5 91 2 60 20
11 1 5 0 94 198 60 20
12 1 5 3 91 3 60 20
13 1 5 5 89 3 60 20
14 1 5 7 87 3 60 20
15 1 7 0 92 203 60 20
16 1 7 5 87 4 60 20
17 3 2 0 95 12 60 20
18 3 2 5 90 6 60 20
19 3 5 0 92 203 60 20
20 3 5 5 87 10 60 20
21 5 2 0 93 10 60 20
22 5 2 3 90 10 60 20
23 5 2 5 88 10 60 20
24 5 2 7 11 10 60 20
25 5 3 0 92 12 60 20
26 5 3 5 87 11 60 20
27 5 5 0 90 153 60 20
28 5 5 3 87 22 60 20
29 5 5 5 85 21 60 20
30 5 5 7 83 21 60 20
31 5 7 0 88 183 60 20
32 5 7 5 83 69 60 20
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ANEXO A.lll -
RESULTADOS OBTIDOS NOS ENSAIOS DE PERMEACAO
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TABELA AIII1- Ensaios de permeacao para o parametro surfatante.

CONDICOES EXPERIMENTAIS

pH =95 T=25°C [Phe]FE i» =2,0 g/L %Adogen 464 = 1% m/m | [KCl]g (inicialy = 2,0 mol/L

Razdo FM/FI = 3/1 Razéo FE/Emulsdo primaria = 2/1 Velocidade de agitacdo = 120 rpm | Tempo de permeacdo =5 min

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Experimento é?an;g(?o VoI;lIme finaIF(]rEn L) [I;?e] fin (glé;) % Extragéo Phe % Inchamento Enriigfliecgri(aento
1 1 30 150 4,355 0,677 58 50 287
2 2 31 149 3,975 0,669 59 55 262
3 3 33 147 4,100 0,698 58 65 270
4 5 40 140 2,648 0,754 57 100 174

5 7 42 138 3,055 0,793 55 110 201
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TABELA AIIL2 - Ensaios de permeagao para o parametro extratante (% ECA 4360 = 1% m/m).

CONDICOES EXPERIMENTAIS

pH=95 T=25°C [Phe]FE n=20g/L | % ECA 4360 = 1% m/m | [KCI]ei nician = 2,0 mol/L

Razdo FM/FI = 3/1 Razéo FE/Emulsdo primaria = 2/1 Velocidade de agitacdo = 120 rpm | Tempo de permeacdo =5 min

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Experimento A(c;/ggr:rll TG 4 VoI;lIme finaIF(]rEn L) [I;?e] fin (glé;) % Extragéo Phe % Inchamento Enriigfliecgri(aento
6 1 33 147 10,076 0,713 64 65 560
7 2 34 146 9,174 0,786 60 70 510
8 3 28 152 7,700 0,807 57 40 428
9 4 40 140 6,840 1,020 50 100 380
10 5 37 143 5,446 0,946 53 85 303
11 6 41 139 5,058 0,962 54 105 281
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TABELA AIIL3 - Ensaios de permeacao para o parametro extratante (% ECA 4360 =2 % m/m).

CONDICOES EXPERIMENTAIS

pH=95 T=25°C [Phe]FE n=20g/L | % ECA 4360 = 2% m/m | [KCI]ei nicia = 2,0 mol/L

Razdo FM/FI = 3/1 Razéo FE/Emulsdo primaria = 2/1 Velocidade de agitacdo = 120 rpm | Tempo de permeacdo =5 min

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Experimento A(c;/ggr:rll TG 4 VoI;lIme finaIF(]rEn L) [I;?e] fin (glé;) % Extragéo Phe % Inchamento Enriigfliecgri(aento
12 1 31 149 3,975 0,669 59 55 262
13 2 38 142 3,305 0,651 62 90 218
14 3 38 142 2,955 0,718 58 90 195
15 4 40 140 2,866 0,729 58 100 189
16 5 40 140 2,785 0,756 56 100 184
17 6 42 138 2,633 0,824 53 110 173




TABELA AIIlL4 - Ensaios de permeagdo para o parametro tempo de permeagao.
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CONDICOES EXPERIMENTAIS

pH =95

T=25°C

[Phe]FE in = 2,0 g/L

% ECA 4360 = 2% m/m

%Adogen 464 = 2% m/m

Razao FM/FI = 2/1

Razao FE/Emulsdo primaria = 3/1

[KCH]Fi (iniciany = 2,0 mol/L

Velocidade de agitagcdo = 120 rpm

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

_ Tempo cle Volume final (mL) | [Phe] fin (g/L) ) indice de
Experimento pet;m(iag;;ao FI FE Fl FE % Extracao Phe % Inchamento Enriquecimento
18 2 32 168 7,976 0,707 66 60 409
19 5 32 168 5,980 0,690 67 60 307
20 10 40 160 5,528 0,702 68 100 283
21 15 44 156 6,074 0,720 68 120 311
22 20 46 154 4,662 0,735 68 130 239
23 25 40 160 4,412 0,752 66 100 226




TABELA AIILS - Ensaios de permeagdo para o parametro velocidade de agitagdo.
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CONDICOES EXPERIMENTAIS

pH =95

T=25°C

[Phe]FE i = 2,0 g/L

% ECA 4360 = 2% m/m

%Adogen 464 = 2% m/m

Razao FM/FI =

2/1 Razao FE/Emulsdo primaria = 3/1

Tempo de permeacdo =5 min

[KClei Giniciaty = 2,0 mol/L

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Experimento ;g?igg;%a?r%?ne) VoI;lIme finaIF(]rEn L) [I;?e] fin (glé;) % Extracao Phe % Inchamento Enr:,ggtiaf:?rggnto
24 120 49 161 6,292 0,858 60 63 331
25 150 50 160 6,476 0,840 61 67 341
26 180 53 157 6,256 0,843 61 77 329
27 250 54 156 5,148 0,873 60 80 271




TABELA AIIL6 - Ensaios de permeagao para o parametro razao de volumes fase membrana / fase interna.
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CONDICOES EXPERIMENTAIS

pH =95

T=25°C

[Phe]FE in = 2,0 g/L

% ECA 4360 = 2% m/m

%Adogen 464 = 1% m/m

[KClei (iniciary = 2,0 mol/L

Razdo FE/Emulsao primaria = 2/1

Velocidade de agitacdo = 120 rpm

Tempo de permeacdo =5 min

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Experimento Razéo FM/FI VoI;Ime finalé]rg L) [Z?e] fin (gg]::) % Extracao Phe % Inchamento Enr:,ggtiai?rggn to
28 1/1 38 162 3,508 0,982 58 -5 149
29 3/2 33 159 4,838 0,868 63 3 205
30 2/1 35 152 5,562 0,826 67 31 235
31 5/2 30 153 6,398 0,834 66 31 271
32 3/1 28 152 6,930 0,868 65 40 293




TABELA AIIL7 - Ensaios de permeagado para o parametro razao de volumes fase membrana / fase interna.
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CONDICOES EXPERIMENTAIS

pH =95

T=25°C

[Phe]FE i = 2,0 g/L

% ECA 4360 = 2% m/m

%Adogen 464 = 2% m/m

[KClei (iniciary = 2,0 mol/L

Razdo FE/Emulsao primaria = 2/1

Velocidade de agitacdo = 120 rpm

Tempo de permeacdo =5 min

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Experimento Razéo FM/FI VoI;Ime finalé]rg L) [Z?e] fin (gg]::) % Extracao Phe % Inchamento Enr:,ggtiai?rggn to
33 1/1 44 156 4,230 0,838 65 10 179
34 3/2 37 155 4,686 0,868 64 16 198
35 2/1 30 156 5,638 0,864 64 12 239
36 5/2 27 156 5,980 0,883 64 18 253
37 3/1 24 156 6,246 0,925 62 20 264




TABELA AIILS8 - Ensaios de permeagdo para o parametro razao de volumes fase externa / emulsdo primaria.
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CONDICOES EXPERIMENTAIS

pH=95

T=25°C [Phe]FE in = 2,0 g/L

% ECA 4360 = 2% m/m

% Adogen 464 = 1% m/m

[KCIei (iniciaty = 2,0 mol/L

Razao FM /Fl =2

Velocidade de agitagdo = 120 rpm

Tempo de permeacdo =5 min

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Razéo Volume final (mL) | [Phe] fin (g/L) indice de
i 3 0, 3 0,
Experimento FE/I_Em,uI_sao FI FE FI FE /6 Extragao Phe 6 Inchamento Enriquecimento
primaria

38 1/1 54 106 3,532 0,664 70 35 181
39 2/1 33 154 6,234 0,749 63 24 320
40 3/1 24 176 7,864 0,862 57 20 403
41 4/1 18 190 9,124 0,883 55 13 468




TABELA AIIL9 - Ensaios de permeagdo para o parametro razao de volumes fase externa / emulsdo primaria.
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CONDICOES EXPERIMENTAIS

pH=95

T=25°C

[Phe]FE in = 2,0 g/L

% ECA 4360 = 2% m/m

% Adogen 464 = 2% m/m

[KCIei (iniciaty = 2,0 mol/L

Razao FM /Fl =2

Velocidade de agitagdo = 120 rpm

Tempo de permeacdo =5 min

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Razéo Volume final (mL) | [Phe] fin (g/L) indice de
i 3 0, 3 0,
Experimento FE/I_Em,uI_sao FI FE Fl FE Y% Extracédo Phe % Inchamento Enriquecimento
primaria

42 1/1 68 92 2,568 0,701 72 70 132
43 2/1 36 150 5,530 0,749 64 35 283
44 3/1 26 174 7,642 0,923 54 30 392
45 4/1 20 187 8,920 0,827 59 25 457
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TABELA AIIIL.10 - Ensaios de permeagao para o parametro concentracao molar de KCI.

CONDICOES EXPERIMENTAIS

pH =95

T=25°C

[Phe]FE i = 2,0 g/L

% ECA 4360 = 2% m/m | %0Adogen 464 = 2% m/m

Razao FM/FI = 2/1

Razao FE/Emulsdo primaria = 3/1

Tempo de permeacdo =5 min

Velocidade de agitacdo = 120 rpm

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

. [KCl]Fi giniciay | Volume final (mL) | [Phe] fin (g/L) o x o indice de
Experimento (mol/L) Tl FE T FE Y% Extracédo Phe % Inchamento Enriquecimento
46 0,5 28 172 8,986 0,804 61 40 461
47 1,0 30 170 9,362 0,752 64 50 480
48 2,0 32 168 8,860 0,566 73 60 454
49 3,0 38 162 7,968 0,563 74 90 408
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ANEXO AIV -
RESULTADOS OBTIDOS NOS ESTUDOS DE REOLOGIA



163

- Metodologia utilizada para determinacéo da viscosidade da fase membrana

A viscosidade da fase membrana (viscosidade dindmica) foi medida através do

viscosimetro de Ostwald (FIGURA D.1).

;:-g..-'r
"

———

N <P
T

FIGURA D.1 — Viscosimetro de Ostwald.

Esse viscosimetro baseia-se na determinacao do tempo gasto para o escoamento do liquido
(fluido newtoniano, como ¢ o caso da fase membrana) de um reservatorio superior, de
volume V definido, para um segundo reservatorio inferior, sob a influéncia da gravidade,
através de um tubo capilar, de raio e comprimento conhecidos. O coeficiente de

viscosidade, 1, pode ser, entdo, determinado pela equagao de Poiseuille.

_nrp.gh
8V

t (D.1)

Nessa equacao, r ¢ o raio do tubo capilar; g ¢ a aceleracdo da gravidade, h ¢ a diferenca de
altura entre as superficies do liquido nos reservatorios superior e inferior, p ¢ a densidade
do liquido, t ¢ o tempo gasto pelo liquido para escoar através do capilar de um reservatorio

para outro, V ¢ o volume do reservatério superior e | é o comprimento do tubo capilar.
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Devido a dificuldade da determinagdo direta da viscosidade absoluta, adotou-se como
procedimento a medida da viscosidade em relagdo a uma substincia de referéncia
(viscosidade relativa), no caso a dgua, em uma dada temperatura. Obtiveram-se os valores
de n, medindo-se, no mesmo viscosimetro, os tempos de escoamento de volumes iguais do

liquido em estudo e da 4gua, e aplicando-se a equagao D.2.

n_ (pity) (D.2)

Os indices 1 e 2, nessa equacgao, referem-se ao fluido em estudo e a 4gua, respectivamente.
Utilizou-se a 4gua como padrao, devido a grande precisdo dos parametros 1 € p para essa

substancia, para varias condi¢des, disponiveis na literatura.
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TABELA AIV.1 — Medida da viscosidade da fase membrana para experimentos variando a

concentracao de surfatante.

% m/m Densidade da Tempo Temperatura | Viscosidade da
ECA 4360 FM (s) (°C) FM (cP)
1 0,818 472,0 21,6 1,977
2 0,819 491,0 21,6 2,059
3 0,820 502,5 21,6 2,110
5 0,821 546,5 21,6 2,297
7 0,823 597,5 21,6 2,518

* Condigoes: 1 % m/m de Adogen 464, 3% m/m de 1-Decanol.

TABELA AIV.2 — Medida da viscosidade da fase membrana para experimentos variando a

concentracao de extratante.

% m/m Densidade da Tempo Temperatura | Viscosidade da
Adogen 464 FM (s) (°C) FM (cP)
1 0,818 4669 22,5 1,955
2 0,820 496,3 20,5 2,083
3 0,820 5134 21,0 2,155
4 0,821 536,7 21,0 2,256
5 0,821 5548 21,0 2,332
6 0,821 563,7 22,0 2,369

* Condigoes: 1 % m/m de ECA 4360, 3% m/m de 1-Decanol.
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TABELA AIV.3 — Medida da viscosidade da fase membrana para experimentos variando a

concentracao de extratante.

% m/m Densidade da Tempo Temperatura | Viscosidade da
Adogen 464 FM (s) (°C) FM (cP)
1 0,819 483,5 22,3 2,027
2 0,820 535.,5 20,4 2,248
3 0,821 557,0 20,0 2,341
4 0,822 570,0 20,4 2,399
5 0,822 578.,5 21,4 2,435
6 0,822 582,5 22,3 2,451

* Condigoes: 2 % m/m de ECA 4360, 3% m/m de 1-Decanol.
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ANEXO AV -
RESULTADOS OBTIDOS NOS ENSAIOS DE RECICLAGEM DA
FASE MEMBRANA



TABELA AV.1 - Ensaios de permeagao utilizando fase membrana reciclada.
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CONDICOES EXPERIMENTAIS

pH =95

T=25°C

[Phe]FE i, = 2,0 g/L

% ECA 4360 = 2% m/m

% Adogen 464 = 2% m/m

[KCIei (iniciary = 2,0 mol/L

Razao FM/FI = 2/1

Razao FE/Emulsdo primaria = 3/1

Tempo de permeacdo =5 min

Velocidade de agitacdo = 120 rpm

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

. - Volume final (mL Phe] fin (g/L % Extraca M Indi
Experimento | Triplicata OFL; =T 1(3E ! [FIe:I (%!E) Phea(;ao Extrae}fjseijI (9) % Inchamento Enriqc:lecceirieento
a 51 212 6,716 0,643 69 0,306 35 342
1 b 53 210 7,166 0,651 69 0,305 40 365
c 52 212 7,290 0,668 68 0,300 37 371
a 49 214 10,648 | 0,758 57 0,160 29 642
2 b 49 214 10,198 | 0,741 57 0,164 29 615
c 42 205 10,034 | 0,762 56 0,167 28 605
a 36 174 10,648 | 0,807 53 0,157 20 642
3 b 37 173 10,596 | 0,844 51 0,152 23 639
c 34 172 10,240 | 0,803 53 0,159 21 618
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